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Aufgrund der Produktion hitzeresistenter Peptidasen ist Pseudomonas verantwortlich fiir hohe
Verluste der Milchindustrie. Insbesondere bei lang haltbaren Milchprodukten kénnen die
Enzyme zu sensorischen und visuellen Qualitatsverlusten bereits vor Erreichen des
Mindesthaltbarkeitsdatums fiihren. Die Produktion der Peptidasen findet wéahrend der
gekuhlten Rohmilchlagerung statt. Diese fihrt zudem zu einem Wachstum der
psychrotoleranten Gattung und gilt als wichtigster Faktor fir hohe Pseudomonas-Keimzahlen.
Allerdings indizieren hohe Belastungen unabhéngig von der Stapeldauer weitere, Hof-
spezifische Einflussfaktoren. Diese sollten neben moglichen Eintrittsrouten der Gattung in die

Rohmilch im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifiziert werden.

Von 444 Rohmilchproben aus den Hofstapeltanks von 122 deutschen Erzeugerbetrieben
wurden die Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen bestimmt und mit 12 Hof-spezifischen
Faktoren korreliert, die anhand eines Fragebogens ermittelt wurden. Die Rohmilchproben
wiesen homogene Gesamtkeimzahlen mit einem Mittelwert von log 5,14 Zellen*ml* auf. Die
durchschnittliche Belastung mit Pseudomonas betrug log 3,04 Zellen*ml?, jedoch zeigte sich
eine starke schiefe Verteilung. Wahrend 45 % der Proben geringe Werte zwischen log 2 und
log 3 Zellen*ml! aufwiesen, wurden bei 20 % hohe Belastungen zwischen log 3,82 und
log 7,90 Zellen*ml? festgestellt. Signifikant hohere Pseudomonas-Keimzahlen konnten bei
zweitagiger im Vergleich zur taglichen Abholung berechnet werden. Dennoch wiesen auch in
letzterem Fall 10 % der Proben auffallig hohe Keimzahlen trotz der kurzen Lagerdauer auf.
Weitere Faktoren mit signifikantem Einfluss waren Produktionsart, Tierhaltung, Milchkihlung
und Jahreszeit der Probenahme. Insbesondere die Okologische Produktionsart und eine
Tierhaltung, die Weidegang oder Auslauf ermdglichte, waren mit niedrigeren Pseudomonas-
Konzentrationen assoziiert. Da diese Faktoren strukturellen Charakter aufweisen, konnten
keine Handlungsempfehlungen zur kurzfristigen Senkung der Pseudomonas-Belastung in
Rohmilch abgeleitet werden.

Die Ergebnisse der 16S rRNA Amplikonsequenzierung zeigten, dass die meisten Hofe eine
stabile, von Gram-positiven Gattungen dominierte Mikrobiota aufwiesen. Demgegeniber
standen HoOfe mit starken Unterschieden zwischen der Zusammensetzung der
Rohmilchproben und hohen Belastungen mit einzelnen Gattungen wie z.B. Pseudomonas.
Diese Gattung wies einen durchschnittlichen Anteil von 5,5 % auf. Die Ergebnisse indizieren
das Vorhandensein von Hofen, deren Management einen hohen Eintrag und Wachstum von
Pseudomonas ermdglicht. Die Beprobung von acht Betrieben zur Identifikation mdglicher

Eintrittsrouten ergab individuelle, hof-spezifische Schwachstellen. Insbesondere Bereiche, die
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schwer von der automatischen Reinigung erfasst werden, konnten potentielle
Kontaminationsquellen darstellen und sollten manuell gesaubert werden. Die
Keimzahlanalysen der Rohmilchproben von sieben kompletten Sammeltouren ergaben in vier
Fallen einen deutlichen Anstieg der Pseudomonas-Belastung von uber einer Log-Stufe. Die
Erhdhungen in den Sammelwagenproben konnten hierbei aufgrund der Intensitat in
Kombination mit der kurzen Transportzeit nicht auf Wachstum zuriickgefiihrt werden. Daher
wird eine Intensivierung der Hygienepraktiken bei den Sammelwagen empfohlen. Wahrend
der gekihlten Lagerung der Rohmilch in der Molkerei kam es zu einer Verschiebung von
Gram-positiven, Mesophilen wie Clostridium hin zu teilweise psychrotoleranten Gattungen wie
Lactococcus.

Neben den Analysen der Einflussfaktoren auf die Pseudomonas-Keimzahl in Rohmilch wurden
drei aus diesem Medium bzw. aus Milchhalbfabrikaten isolierte Pseudomonas-Spezies
charakterisiert, die keiner bisher bekannten Art zugeordnet werden konnten. Diese Spezies
konnten von nah verwandten Typstdmmen anhand eines polyphasischen Ansatzes
abgegrenzt und als Pseudomonas saxonica sp. nov., Pseudomonas haemolytica sp. nov. und
Pseudomonas cremoris sp. nov. valide beschrieben werden. Aufgrund des enzymatischen

Potentials wird eine Relevanz fur die Milchindustrie vermutet.
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Pseudomonas leads to high financial losses for the milk industry due to the production of heat-
stable peptidases. Especially for milk products with extended shelf-life, these enzymes can
induce sensoric or visual quality defects, even before reaching the expiry date. The production
of peptidases occurs during the chilled raw milk storage, which favours growth of this
psychrotolerant genus. Prolonged storage at cold temperatures is known to be the most
important factor leading to high Pseudomonas loads. However, high loads independent from
storage duration indicate other, farm-specific factors influencing the titer of pseudomonads.
Those ought to be identified within the scope of this work, as well as possible entry-routes of

this genus into the raw milk.

Pseudomonas- and whole cell counts were determined for 444 raw milk samples of the silo
tanks of 122 german farms. These data were subsequently correlated with 12 farm-specific
factors, which were obtained using a questionnaire. The raw milk samples showed a
homogenous distribution of the whole cell counts, with a mean of log 5,14 cells*mlt. The
average load of Pseudomonas was log 3,04 cells*ml. However, this genus showed a strongly
skewed distribution. While 45 % of the samples exhibited counts between log 2 and log 3
cells*ml?, high loads between log 3,82 and log 7,90 cells*ml* were detected for 20 % of the
samples. Significantly higher Pseudomonas counts were calculated for the collection interval
of the raw milk of two days compared to daily collection. Nevertheless, 10 % of samples had
conspicuous counts in the latter case despite the short storage duration. Further factors which
showed significant differences are farm management, husbandry, cooling system of the milk
and season of sampling. Especially organic farming and types of husbandries that included
pasturage or an open-air area were associated with lower Pseudomonas concentrations. As
these factors are of structural character, it was not possible to deduce short-term measures to

lower the Pseudomonas-loads in raw milk.

The results of the 16S rRNA amplicon sequencing of the raw milk samples revealed a stable
microbiota of the majority of farms, dominated by Gram-positive genera. In contrast, some
farms revealed strong differences between the composition of their raw milk samples as well
as single genera with high loads, like Pseudomonas. This genus exhibited a mean relative
fraction of 5,5 %. These data indicate that the management of some farms favours the entry
and growth of Pseudomonas. The inspection of eight farms for identification of possible entry
routes resulted in individual, farm-specific flaws. In particular, areas that are hardly reached by
the automatic cleaning system could pose potential sources for contamination and should be

cleaned manually. Regarding the cell count analysis of seven complete collection tours, a

v
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considerable increase of the Pseudomonas load over 1 log-step was found in four cases. Due
to short transportation durations, this could not be due to cell growth in the collection trucks.
Therefore, an intensification of cleaning practices of the trucks is recommended. During the
chilled storage of raw milk in the dairy, a shift from gram-positive, mesophilic genera like

Clostridium to partially psychrotolerant genera such as Lactococcus occurred.

Besides the analyses of factors influencing the Pseudomonas counts in raw milk, three
Pseudomonas-species, which were isolated from this medium or from semi-finished milk
products were characterized. They could not be assigned to a known species and could be
distinguished from closely related type-strains by a polyphasic approach, leading to a valid
description of Pseudomonas saxonica sp. nov., Pseudomonas haemolytica sp. nov. and
Pseudomonas cremoris sp. nov.. Due to the peptidase production potential of these novel

species, they are of potential relevance for the milk industry.
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1 Charakteristiken der Milcherzeugung in Deutschland

1.1 Geschichte der Milcherzeugung

1.1.1 Milchkonsum als evolutionarer Selektionsvorteil

Bereits in der Jungsteinzeit vor etwa 7000 Jahren, in der bauerliche Gemeinschaften die Jager-
und Sammlerkultur ersetzten, wurden Milchprodukte konsumiert (Leonardi et al., 2012). Dies
wurde vor kurzem durch den Nachweis des Milchproteins p-Lactoglobulin in Zahnstein von
Uberresten jungsteinzeitlicher Menschen in Siidengland bestétigt. Da die damalige Population
jedoch laktoseintolerant war, wird angenommen, dass die Frischmilch zur Reduktion des
Laktosegehaltes zu Kase oder Joghurt verarbeitet wurde. Die Laktase-Persistenz, die sich erst
vor 4000 Jahren durchsetzte, erméglichte letztendlich den Konsum von Frischmilch. Durch
deren hohen Kalorien- und N&hrstoffgehalt entstand damit ein Selektionsvorteil (Charlton et
al., 2019). Europa, Afrika und der mittlere Osten, welche heutzutage mit tiber 75 % den grof3ten
Anteil an Laktase-persistenten Personen weltweit aufweisen, sind dieselben Regionen, die mit
einer langen Geschichte an Milchproduktion assoziiert sind. (Segurel & Bon, 2017). Die
Laktase-Persistenz ist daher ein Paradebeispiel fir die Gen-Kultur-Koevolution, einer
Hypothese, bei der kulturelle Praktiken zu Anderungen im Genom fiihren (Leonardi et al.,
2012).

1.1.2 Entstehung und Entwicklung von Molkereien

Die ersten Molkerei-ahnlichen Strukturen waren in den mittelalterlichen Klostern zu finden, die
die Milch der umliegenden Bauern zu Kase und Butter verarbeiteten (Anderegg, 1894).
Umfassende strukturelle und technologische Verénderungen ermoglichten Ende des 19.
Jahrhunderts die Verarbeitung von gréReren Milchmengen in den ersten Molkereien. Hierzu
zahlten u.a. Verfahren zur Haltbarmachung von Trinkmilch sowie die Entwicklung von
Zentrifugen zur maschinellen Separation von Rahm und Magermilch (Bérgermann, 2020).
Auch bei den Melksystemen wurde das Handmelken, das noch bis in die 50er Jahre praktiziert
wurde, von automatischen Melksystemen abgelést. Das erste war hierbei die
Eimermelkanlage, die nach Ansetzen der Zitzenbecher an das Euter die Milch durch Vakuum

automatisch in einen Eimer melkt (Krémker, 2006).

1.1.3 Stellenwert der modernen Milchindustrie in Deutschland
Heute ist die Milcherzeugung einer der wichtigsten Produktionszweige der Landwirtschaft in

Deutschland. Im Jahre 2020 wurden Uber 58.300 milcherzeugende Betriebe mit ca. vier
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Millionen Milchkihen verzeichnet. In den 155 milchverarbeitenden Unternehmen sind mehr
als 39.000 Beschaftigte angestellt. Mit einem Umsatz von 27 Mrd. € stellt diese die grofite
Lebensmittelbranche in Deutschland dar. Insgesamt wurden 33 Mio. Tonnen Rohmilch in 2019
produziert und etwa die Hélfte davon exportiert. Neben anderen europaischen Landern z&hlt
Asien zunehmend zu den wichtigsten Absatzmarkten deutscher Milchprodukte (Bérgermann,
2020).

1.2 Erzeugerbetriebe

1.2.1 BetriebsgrofRen

Die Strukturen deutscher Erzeugerbetriebe weisen mit weniger als 10 bis mehr als 1000 Kiihen
pro Betrieb grof3e Unterschiede in der BetriebsgrofRe auf. Im Durchschnitt hatte ein
Milchviehbetrieb 68 Kiihe in 2020. Hierbei standen die traditionell eher kleinen Betriebe im
westdeutschen Bundesgebiet mit 60 Kihen den gréReren Betrieben des ostdeutschen
Gebietes mit 197 Kihen gegeniiber (Tergast & Hansen, 2020). Die meisten Tiere pro
Erzeuger hatte Mecklenburg-Vorpommern mit 235, wohingegen Bayern mit durchschnittlich
42 Kihen die kleinsten Betriebe aufwies. Dennoch produzierte letzteres Bundesland 2019
deutschlandweit mit 8,3 Mio. t die grof3ten Milchmengen, gefolgt von Niedersachsen mit 7,3
Mio. t. Seit dem Jahr 2000 sank die Zahl der Milchbetriebe in Deutschland kontinuierlich von
135.600 auf 58.400 in 2020 ab, wohingegen die durchschnittliche Zahl der Milchkiihe pro
Betrieb von 34 auf bereits erwdhnte 68 anstieg (MIV, 2020).

1.2.2 Produktionsart und Tierhaltung

Trotz einer kontinuierlichen Steigerung der Produktion 6kologischer Milchprodukte wurden nur
4 % des Milchviehs im Jahr 2016 unter 6kologischen Bedingungen gehalten (Destatis, 2016).
Auch der Anteil an 6kologisch produzierter Milch liegt aktuell bei 3,7 %, wovon etwa die Halfte
aus Bayern stammt (MIV, 2020).

Im Jahr 2010 war mit 64 % die Anbindestallhaltung die dominierende Haltungsform. Jedoch
wurden 72 % der Tiere in Laufstallen gehalten. Da die Form der Anbindestallhaltung
kontinuierlich abnimmt, wird davon ausgegangen, dass heutzutage weniger Betriebe mit
dieser Haltungsform existieren. Weidegang wurde 2010 fur 42 % des Milchviehs angeboten,
wobei der Anteil bei kleineren Betrieben hoher war. Insbesondere in den Bundeslandern
Saarland, Rheinland-Pfalz, Niedersachsen, Schleswig-Holstein und Nordrhein-Westfalen

hatten Uber die Halfte der Milchkiihe Weidezugang im Sommer (Tergast & Hansen, 2020).
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1.2.3 Melksysteme

Grundsatzlich existieren in Deutschland vier verschiedene Melksysteme: Eimermelkanlage,
Rohrmelkanlage, verschiedene Varianten von manuellen Melkstédnden sowie der Melkroboter.
Ein typischer Aufbau einer Melkanlage ist in Abbildung 1 sichtbar. Die Milch wird mithilfe von
Vakuum, das mit einer Vakuumpumpe erzeugt wird, vom Melkzeug aus Uber die Milchleitung
zum Milchabscheider transportiert. Dort wird die Luft von der Milch abgetrennt und letztere
mithilfe der Milchpumpe in den Milchtank gepumpt (Kromker, 2006). Da keine relativen Anteile
der einzelnen Melksysteme fir ganz Deutschland zur Verfiigung stehen, werden im Folgenden
die Zahlen fur Bayern aus Erhebungen von 2019 verwendet (Schaffler, 2019).

- Regel- Vakuummeter
akuum- ;
ventil Vakuumleitung .
~) Pulsatorﬁ
Entliiftung i
Zitzenbecher
. \
Vatkuim- Sammelstiick
an Melkzeug .

Milchleitung

Abbildung 1: Schematischer Aufbau einer Melkanlage

Eine Melkanlage besteht im Wesentlichen aus einer milchfilhrenden Leitung, bei der die Milch vom
Melkzeug Uber den Milchabscheider zum Milchtank transportiert wird. Dies geschieht mithilfe von
Vakuum, das mit einer Vakuumpumpe erzeugt wird. Im Milchabscheider erfolgt die Abtrennung der Luft
von der Milch. Modifiziert nach Krémker, 2006

Eimermelkanlage

Die Eimer- oder Kannenmelkanlage ist der alteste Melksystemtyp. Hier wird die Milch direkt
vom Melkgeschirr mithilfe von Vakuum in eine tragbare, geschlossene Kanne gepumpt,



Einleitung

welche gleichzeitig als Milchabscheider dient. Nach dem Melken muss die Milch manuell in
den Milchtank gefillt werden. Diese Technik wird bei Anbindestéllen, jedoch aufgrund der
hohen Arbeitsbelastung nur noch selten verwendet (Kromker, 2006). In Bayern nutzten 2,7 %
der Betriebe dieses Melksystem in 2019 (Schaffler, 2019).

Rohrmelkanlage

Die Rohrmelk- oder Absauganlage, die in Bayern im Jahr 2008 mit 58 % noch am haufigsten
vertreten war, machte 2019 nur noch einen Anteil von 37 % aus. Grund hierfur ist der
Ruckgang der Anbindestallhaltungen, da die Rohrmelkanlage nur in Kombination mit diesem
Typ der Tierhaltung funktioniert (Krémker, 2006; Schéffler, 2019). Hier findet das Melken wie
bei der Eimermelkanlage im Stall statt. Die milchfihrende Leitung sowie die Vakuumleitung
befinden sich tber den Kiihen und die Milch wird tber einen Milchabscheider in den Milchtank
in der Milchkammer transportiert. Durch die hochverlegte und sehr lange Leitung wird ein
starkes Vakuum bendtigt, welches belastend fur den Euter ist. Vakuumschwankungen kdnnen

u.a. zu einem erhohten Kontaminationsrisiko der Milchdriise fihren (Krémker, 2006).

Manueller Melkstand

Der manuelle Melkstand hat sich durch die Laufstallhaltung etabliert. Hier findet das Melken
nicht im Stall, sondern in einem separaten Melkraum statt, in den die Tiere zu den Melkzeiten
kommen. Die raumliche Trennung zum Stall hat hygienische Vorteile. Weiterhin ist die
Milchleitung tiefer als das Niveau der Kiihe gelegt, was ein geringeres Vakuum benétigt (vgl.
Abbildung 1). Vorteile fur den Landwirt sind zudem kirzere Wege sowie das Entfallen des
Arbeitens in gebuickter Haltung, z.B. zum Anlegen des Melkzeugs (Kromker, 2006). In Bayern
war der manuelle Melkstand 2016 mit 48,2 % der haufigste Melkanlagentyp. Hierbei kann
durch die Anordnung der Kilhe beim Melken in Fischgraten- (36,9 %), Tandem- (8,0 %), Side-
by-Side-Melkstand (2,5 %) sowie dem Melkkarussell (0,8 %) unterschieden werden (Schaffler,
2019).

Melkroboter

Bereits in den 70er Jahren wurde aufgrund steigender Lohne an vollautomatischen
Melksystemen gearbeitet, welche jedoch erst 1992 auf den Markt kamen. Seitdem erfahren
die automatischen Melkverfahren, kurz Melkroboter, einen rasanten Anstieg (Kromker, 2006).
Wiesen 2008 nur 1 % der bayerischen Betriebe einen Melkroboter auf, war dies 2019 schon
fur 12,2 % der Fall. Die beiden dominierenden Hersteller sind Lely und DelLaval (Schéffler,
2019). Neben dem vollautomatischen Ansetzen des Melkzeugs mithilfe von Laser oder

Kamerasystemen beinhaltet ein Melkroboter eine elektronische Tiererkennung mit
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Kraftfutterausgabe (meist Uber ein Chip-Verfahren), die automatische Reinigung von Euter und
Melksystem sowie Messungen von Abweichungen der Milch zur Erkennung nicht
verkehrsfahiger Milch (Kromker, 2006). Hierzu wird die elektrische Leitfahigkeit gemessen
sowie optional Zellzahlen, Farbdnderungen oder Milchinhaltsstoffe. Da die visuelle Kontrolle
der Eutergesundheit beim Melken durch den Landwirt entfallt, muss dies trotz der
automatischen Messungen der Anlage regelméRig durchgefuhrt werden (Jungbluth et al.,
2017). Zu den Vorteilen z&hlen neben der Arbeitsersparnis und der héheren Flexibilitat fir die
Landwirte eine Erh6hung der Melkfrequenz je individuellen Bedarf der Kuh und damit eine
Steigerung der Milchleistung. Allerdings muss aufgrund moglicher Fehlermeldungen die
kontinuierliche Erreichbarkeit des Erzeugers gewahrleistet sein, da keine festen Melkzeiten

existieren (Kréomker, 2006).

1.3 Transport und Lagerung im verarbeitenden Betrieb

Je Molkerei wird die Rohmilch in unterschiedlichen Intervallen beim Erzeuger abgeholt. In der
Regel erfolgt eine tagliche oder zweitdgige Abholung, in manchen Féllen erst am dritten Tag.
Je Abholungsintervall liegt die zuldssige Lagerungstemperatur beim Erzeuger nach
Verordnung (EG) Nr. 853/2004 bei 8 °C (tagliche Abholung) bzw. 6 °C (langere
Abholungsintervalle). Beim Transport im Sammelwagen zur Molkerei darf die Temperatur der
Rohmilch 10 °C nicht Gberschreiten (Martlbauer & Becker, 2016). Da die Milch kalt in den
Tank gepumpt wird, sind die meisten Tanks der Sammelwéagen nicht aktiv gekuhlt, sondern
isoliert (Teh et al., 2012). Die Reinigung der Sammelwéagen erfolgt als Clean-in-Place (CIP)
Reinigung spatestens alle 24 h, unabhangig von der Anzahl an Sammeltouren (Darchuk et al.,
2015b; Kuhn et al., 2018). In der Molkerei kann sich eine weitere Lagerung der Rohmilch bei
6 °C fur bis zu 36 h anschliel3en, bis die Milch durch Erhitzung weiter prozessiert wird (interne

Kommunikation mit einem Molkereivertreter).

2 Die Diversitat der Rohmilchmikrobiota

2.1 Eintragsquellen von Mikroorganismen in die Rohmilch

Milch gilt aufgrund ihres hohen Nahstoffgehaltes an Protein, Fett, Laktose und Mineralien, des
neutralen pH-Wertes sowie der hohen Wasseraktivitat als vorzigliches Wachstumsmedium
fur Mikroorganismen (Frank, 2007; Fricker et al., 2011; Fusco et al., 2020; Quigley et al.,
2013a). Die Milch gesunder Kiihe wird traditionell als steril angesehen (Tolle, 1980). Allerdings
wird in neueren Untersuchungen ein endogener Transportweg von Mikroorganismen Uber den

Darm zum Euter der Kuh hypothetisiert, welche dann in die Milch sekretiert werden. Diese
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Annahme basiert auf Human- und Mausstudien sowie dem Nachweis homologer Stamme der
Gattungen Ruminococcus, Bifidobacterium sowie der Peptostreptococcaceae Familie sowohl
in Fazes und Blut als auch in den Milchdriisen. Der Transport geschieht vermutlich tUber
Immunzellen im Blutstrom (Young et al., 2015). Auch in einer anderen Studie konnten
Mikroorganismen in Milch von Mastitis-freien Kiihen nachgewiesen werden, die direkt mithilfe
einer Kantile aus dem Euter steril entnommen wurde (Metzger et al., 2018). Der Hauptteil der
Rohmilchmikrobiota stammt jedoch aus Kontaminationen, die wahrend und nach dem Melken
entstehen. Als wichtige Kontaminationsquellen gelten hierbei die Oberflache des Kuheuters,
Melkutensilien, Luft bzw. Staub, Wasser, Erde, Futter und Gras (Cousin, 1982; Murphy &
Boor, 2000; Vacheyrou et al., 2011; Verdier-Metz et al., 2009). Die komplexe und variable
Zusammensetzung der Mikrobiota wird durch eine Vielzahl an Faktoren beeinflusst, wie
beispielsweise Tiergesundheit, Haltungsform, Hygienepraktiken, TankgrtRe, Jahreszeit oder
Laktationsphase (Carafa et al., 2020; Doyle et al., 2017a, 2017b; Fretin et al., 2018; Li et al.,
2018; Mallet et al., 2012; McHugh et al., 2020; Quigley et al., 2013b; Verdier-Metz et al., 2009).
Im Falle einer Mastitis beispielsweise sind vermehrt die ausldsenden bakteriellen Spezies wie
Streptococcus spp, Staphylococcus aureus, andere Staphylococci, Escherichia coli oder
Bacillus spp. vorhanden (Lima et al., 2018). Auch die Biofilmbildung durch mangelnde
Reinigung des Melksystems stellt eine potentielle Quelle fir den verstarkten und
kontinuierlichen Eintrag bestimmter Gram-negativer Gattungen oder Sporenbildner wie

Bacillus cereus dar (Cherif-Antar et al., 2016).

2.2 Zusammensetzung der Rohmilchmikrobiota

Als typische Vertreter der Rohmilchmikrobiota gelten benefizielle Mikroorganismen wie
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus und Corynebacterium. Gram-positive
Gattungen, die mit der Euterhaut assoziiert sind, wie Bacillus, Turicibacter und
Staphylococcus, oder mit dem Darm, wie Clostridium und Romboutsia, werden ebenfalls
haufig isoliert. Bei den Gram-Negativen dominieren Pseudomonas, Aeromonas,
Chryseobacterium und Acinetobacter. Auch Enterobakterien wie Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella und Salmonella werden regelméaRig nachgewiesen (Parente et al., 2020; Quigley et
al., 2011; Quigley et al., 2013b; Samarzija et al., 2012). Der Grof3teil der Rohmilchmikrobiota
gilt als gesundheitlich unbedenklich, wohingegen wenige Arten ein Risiko darstellen konnen.
Hierzu zahlen unter anderem Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, pathogene
Escherichia coli oder Salmonella spp. (Champagne et al., 1994; Lucey, 2015). Aus diesem
Grund sollte Rohmilch, die direkt ab Hof verkauft wird, vor dem Verzehr nach § 17 Tierische

Lebensmittel-Hygieneverordnung abgekocht werden (Tier-LMHV, 2021).
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Wahrend der gekihlten Lagerung der Rohmilch beim Erzeuger sowie im Stapeltank der
Molkerei kommt es zu einer Selektion psychrotoleranter Mikroorganismen (De Jonghe et al.,
2011; Fricker et al., 2011; Lafarge et al., 2004; Rasolofo et al., 2010). Als psychrotolerant
bezeichnet man Arten, die bei Temperaturen unter 7 °C wachsen konnen, jedoch ein
Temperaturoptimum zwischen 20 und 30 °C aufweisen (Vithanage et al., 2016). Insgesamt
entsteht dadurch eine Verschiebung der anfanglich von Gram-positiven Bakterien dominierten
Mikrobiota hin zu Gram-negativen, die letztendlich haufig tber 90 % betragen (Martins et al.,
2006). Auch reduziert sich die Artenvielfalt auf wenige dominante Gattungen wie
Pseudomonas, Lactococcus oder Acinetobacter (von Neubeck et al., 2015). Insbesondere die
Dominanz von Pseudomonas wurde in mehreren Arbeiten festgestellt (De Jonghe et al., 2011,
Fricker et al., 2011; Lafarge et al., 2004; Marchand et al., 2009a; Rasolofo et al., 2010;
Serhaug & Stepaniak, 1997; Vithanage et al., 2016; von Neubeck et al., 2015).

3 Pseudomonas als Verderbserreger fiir Rohmilch

3.1 Die Gattung Pseudomonas

Pseudomonas spp. sind aerob, stdbchenférmig, polar begeiRelt und psychrotolerant (Moore
et al., 2006). Sie stellen mit aktuell 245 valide beschriebenen Spezies die artenreichste
Gattung unter den Gram-negativen Bakterien dar (Parte, 2014). Dank neuer Technologien wie
dem Next Generation Sequencing (NGS) werden laufend neue Spezies entdeckt und
beschrieben (Gomila et al.,, 2015). Alleine 2020 wurden 30 Spezies (Parte, 2014) aus
verschiedenen Habitaten wie Abwasser (Qin et al., 2020), Pflanzen (Sawada et al., 2020) oder
tierischen Lebensmitteln wie Fleisch (Lick et al., 2020a; Lick et al., 2020b) und Rohmilch
(Gieschler et al., 2019; Hofmann et al., 2020a, 2020b) charakterisiert, was die Variabilitat und
Anpassungsfahigkeit dieser Gattung verdeutlicht (Gomila et al., 2015). Sie umfasst zudem
phytopathogene Spezies wie Pseudomonas syringae (Moore et al., 2006), sowie mit
Pseudomonas aeruginosa auch eine potentiell humanpathogene Spezies, die multiresistent

und verantwortlich flir nosokomiale Infektionen ist (Dufour et al., 2008; Poole, 2011).

Die Gattung wurde erstmals 1894 von dem deutschen Botaniker Walter Migula erwahnt
(Migula, 1894). In den folgenden Jahrzehnten wurden viele neue lIsolate anhand der
phanotypischen Eigenschaften der Gattung Pseudomonas zugeordnet. Neuere, DNA-basierte
Methoden erlaubten es Norberto L. Palleroni 1973, die Grol3gruppe der Pseudomonas sensu
lato in funf Gruppen basierend auf rRNA-DNA Hybridisierung einzuteilen. Die Gruppe 1 enthielt
die uns heute bekannte Pseudomonas sensu stricto Gruppe, mit Pseudomonas aeruginosa,

allen fluoreszierenden Spezies wie Pseudomonas fluorescens sowie weiteren, nicht-
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fluoreszierenden Spezies wie Pseudomonas stutzeri (Palleroni, 2010). Die damalige
Pseudomonas sensu lato Gruppe entspricht heute in etwa den Proteobacteria. Seitdem wurde
die Taxonomie mehrmals revidiert. Aufgrund der engen Verwandtschaft dieser Gattung ist eine
Differenzierung auf Basis der 16S rRNA nicht ausreichend. Modernere, genombasierte
Methoden wie Mulilocus Sequence Analysis (MLSA) oder Average Nucleotide ldentity (ANI)
vereinfachten die taxonomische Einordnung von Pseudomonas Spezies (Gomila et al., 2015).
Mittlerweile kann die Gattung Pseudomonas in 14 Hauptgruppen unterteilt werden. Die grol3te
davon ist der P. fluorescens-Komplex, welcher weiter in neun Untergruppen separiert werden
kann (P. protegens-, P. chlororaphis-, P. corrugata-, P-koreensis-, P. jessenii-, P. mandelii-, P.
fragi-, P. gessardii- und P. fluorescens-Gruppe) (Garrido-Sanz et al., 2016). Typische Vertreter
aus Rohmilch sind der P. fragi- (z.B. P. lundensis), der P. gessardii- (z.B. P. proteolytica) sowie
der P. fluorescens-Gruppe zugeordnet (z.B. P. azotoformans) (von Neubeck et al., 2015).

3.2 Proteolytischer Verderb von Rohmilch durch die AprX Peptidase

Pseudomonas gilt als bekannter Verderbserreger von gekiihlten Produkten wie Fleisch, Fisch,
Fertigsalaten oder Rohmilch (Champagne et al., 1994; Dogan & Boor, 2003; Moore et al.,
2006). Grunde hierfur sind die Eigenschaft der Psychrotoleranz, die Fahigkeit zur
Biofilmbildung sowie die Sekretion von Exoenzymen wie Peptidasen, Lipasen und
Lecithinasen (Dogan & Boor, 2003; Machado et al., 2017). Das Ziel der Produktion dieser
Enzyme, die auch von weiteren Gattungen wie beispielsweise Acinetobacter gebildet werden,
ist der Abbau der Hauptbestandteile des umgebenden Mediums zum Zweck der
Nahrstoffverwertung (Machado et al., 2017). Durch die Pradominanz von Pseudomonas in
gelagerter Rohmilch sowie dessen vergleichsweise starke Peptidaseproduktion gilt dieser
Keim als Hauptverursacher des enzymatischen Verderbs von Milchprodukten (Baur et al.,
2015a; von Neubeck et al., 2015). Die fur den Milchverderb relevante produzierte Peptidase
ist die alkalische Metallopeptidase AprX, die zur Serralysin Familie gehért und durch das aprX-
lipA2-Operon gebildet wird (Dufour et al., 2008; Woods et al., 2001). Sie hat eine Gréf3e von
45-50 kDa (Marchand et al., 2009b), weist die héchsten Aktivitaten bei 37-45 °C auf und ist
funktionell bei leicht saurem bis alkalischem pH (Dufour et al., 2008; Marchand et al., 2009b;
Martins et al., 2015). Bereits 1995 konnte die Struktur der AprX Peptidase von P. aeruginosa
aufgeklart werden. Wichtig fur die enzymatische Aktivitat ist ein Zink-lon im aktiven Zentrum.
Funf Calcium-lonen sorgen hingegen fur Stabilitdt (Abbildung 2) (Miyatake et al., 1995). Ein
hoher Gehalt an hydrophoben Aminosduren sowie das Fehlen an Cysteinresten tragt zur
hohen strukturellen Flexibilitdt des Proteins bei, was eine schnelle und akkurate

Enzymrenaturierung nach Erhitzung ermdglicht (Barach & Adams, 1977; Dufour et al., 2008).
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Abbildung 2: Struktur der AprX-Peptidase

Die AprX-Peptidase, die als erstes bei Pseudomonas aeruginosa gefunden wurde, weist ein Zink-Atom
im katalytischen Zentrum sowie finf Calcium-lonen zur Stabilitat auf (modifiziert nach Miyatake et al.,
1995).

Die Exoenzyme in der Rohmilch, inshesondere die AprX-Peptidase, zeichnen sich durch eine
hohe Hitzeresistenz aus. AprX kann Ultrahocherhitzung (ultra high temperature, UHT) bei 110-
160 °C mit Restaktivitaten von bis zu 90 % Uberstehen (Barach & Adams, 1977; Baur et al.,
2015b; Mu et al., 2009; Volk et al., 2019; Yuan et al., 2018). Daher besteht insbesondere bei
lang haltbaren Milchprodukten die Gefahr des proteolytischen Verderbs (Machado et al.,
2017). Im Gegensatz zu Frischmilchprodukten wie Joghurt, die rasch durch mikrobielle
Prozesse wie Gasbildung durch heterofermentative Milchsdurebakterien verderben, werden
bei der UHT-Behandlung alle Mikroorganismen abgetétet (Ledenbach & Marshall, 2009). Die
hitzeresistenten Enzyme bleiben im Endprodukt aktiv und kénnen bei der langen Lagerung zu
unerwinschten Produktverdnderungen fiihren (Baur et al., 2015a). Abbildung 3 fasst die
Produktion von hitzestabilen Enzymen durch die Rohmilchmikrobiota zusammen.

IR NE Se Iy ®
— T g s ‘ _G @
-—y, |
ad - ) Geklihlte - \ 9 UHT-
-'* ® { | Lagerung ® Behandlung )
0 = Sy = &
Melkprozess Hohe Diversitat > Selektion auf Aktive Enzyme

psychrotolerante im Endprodukt

®oe Mesophile Keime Mikroorganismen

mem= Psychrotolerante Keime » Produktion von
& Exoenzym Exoenzymen

Abbildung 3: Produktion hitzestabiler Enzyme wahrend der Rohmilchlagerung

Kontaminationen wéahrend der Milchproduktion fihren zu einer anfanglich hohen Diversitat an
Mikroorganismen in der Rohmilch. Wahrend der gekihlten Lagerung erfolgt eine Selektion auf
psychrotolerante Arten. Einige davon produzieren Exoenzyme, welche aufgrund ihrer Hitzeresistenz die
UHT-Behandlung tberstehen und im Endprodukt aktiv bleiben.
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Die AprX Peptidase fihrt in der Milch zur Hydrolyse des Caseins (Machado et al., 2017). Die
insgesamt vier Casein-Arten (asi-, Os2-, B- und x-Casein) liegen zusammen mit
Calciumphosphat als micellarer Komplex vor. Das x-Casein stabilisiert hierbei die Micelle, da
es sich mit einem hydrophilen Molekilteil auf der Oberflache befindet (Frister, 2007).
Verschiedene Pseudomonas-Spezies hydrolisieren bevorzugt das - oder das u-Casein
(Machado et al., 2017). Zunachst werden dadurch kleine, saureltsliche Peptide abgespalten,
die zu einem bitteren Fehlaroma fuihren. Bei fortschreitender Proteolyse werden die Micellen
durch Hydrolyse der hydrophilen Komponenten des x-Caseins destabilisiert und es kommt zur
Partikelbildung, Aufrahmung des Milchfetts, Proteinsedimentation und schlieBlich zur
Gelbildung der Milch, was diese ungenief3bar macht (Stoeckel et al., 2016). In Abbildung 4
sind die verschiedenen Schritte des proteolytischen Verderbs von UHT-Milch ersichtlich, die
in einer Studie von Stoeckel et al. untersucht wurden. Hierzu wurde UHT-Milch mit
Pseudomonas weihenstephanensis inokuliert und 4-5 Tage bei 6 °C gelagert. Diese beimpfte
Milch wurde in verschiedenen Anteilen mit frischer Rohmilch gemischt, UHT behandelt und
anschliel3end vier Monate bei 20 °C gelagert. Hierduch wurden variierende Konzentrationen

an P. weihenstephanensis und dessen produzierter Peptidase in Rohmilch vor UHT-

Behandlung simuliert.

|

Abbildung 4: Visuelle Effekte des proteolytischen Verderbs von UHT-Milch

Effekte des proteolytischen Verderbs durch die AprX-Peptidase bei UHT-Milch, die vor der Erhitzung
mit verschiedenen Konzentrationen an P. weihenstephanensis inkubiert (zunehmende Konzentration
von links nach rechts) und danach 4 Monate bei 20 °C gelagert wurde. Die Pfeile markieren die Dicke
der Rahmschicht. (Bild aus Stoeckel et al., 2016)

In Abhéangigkeit von der Lagertemperatur sowie der enzymatischen Aktivitdt kann der
proteolytische Verderb bereits vor Erreichen des Mindesthaltbarkeitsdatums auftreten.
Gelbildung wurde jedoch nicht vor vier Monaten sowie unter einer proteolytischen Aktivitat von
0,16 Pikokatal pro ml (pkat/ml) beobachtet (Stoeckel et al., 2016). Ein Katal entspricht der
Enzymmenge, die notwendig ist, um unter Optimalbedingungen ein Mol Substrat pro Sekunde
umzusetzen (Mohr & Schopfer, 1978). Zum Auftreten eines bitteren Fehlaromas in Milch sind

bei einer Lagerungsdauer von vier Monaten allerdings bereits 0,03 pkat/ml ausreichend
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(Stoeckel et al., 2016). Dies fuhrt zu hohen Verlusten fur die Milchindustrie, die insbesondere
durch den zunehmenden Export in Nicht-EU Lander auf moglichst lange Haltbarkeiten

angewiesen sind.

3.3 Einflisse auf die proteolytische Aktivitat

Die Fahigkeit zur Produktion proteolytischer und lipolytischer Enzyme ist bei Pseudomonas
Spezies-, teilweise sogar Stamm-spezifisch. Von Neubeck et al. (2015) konnten nachweisen,
dass 85 % der isolierten Pseudomonaden aus 20 Rohmilchproben sowohl proteolytisch als
auch lipolytisch waren. Reine lipolytische Aktivitat wurde nur selten detektiert (von Neubeck et
al., 2015). Zudem unterscheiden sich die Spezies auch in der Starke ihrer proteolytischen
Aktivitat, was mit Unterschieden im Aufbau des aprX-lipA2-Operons assoziiert ist (Maier et al.,
2020). Das Operon wurde erstmalig bei P. fluorescens durch Woods et al. (2001) beschrieben
und besteht aus acht Genen. Diese codieren die AprX Peptidase (aprX), einen Peptidase-
Inhibitor (aprl), ein Typ | Sekretionssystem (aprDEF), zwei putative Autotransporter-Homologe
prtA und prtB (prtAB) sowie die LipA2-Lipase (vgl. Abbildung 5D) (Woods et al., 2001). Bei
anderen Spezies kann noch ein weiteres Lipase-Gen (lipAl) vorhanden sein. Zudem variiert
die Anordnung der Lipase-Gene sowie von prtA/B. Das Cluster aprX-aprl-aprD-aprE-aprF ist
jedoch bei allen Typen gleich. Abbildung 5 zeigt die Anordnung der verbreitetsten aprX-lipA2-
Operonstrukturen mit den jeweiligen typischen Vertretern. Die starksten proteolytischen
Aktivitaten konnen fur Typ D bei beispielsweise P. proteolytica nachgewiesen werden, die

schwachsten unter anderem bei P. fragi (Maier et al., 2020).
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Abbildung 5: Aufbau der aprX-lipA2-Operontypen von Pseudomonas

Die vier Operontypen (A-D) unterscheiden sich durch Lage und Anwesenheit der Gene fir die putativen
Autotransporter-Homologe PrtAB sowie der Lipasen LipAl und LipA2. Die konservierte Region ist
orange markiert. Je Operontyp sind typische Vertreter gezeigt. Die Starke der proteolytischen Aktivitét
nimmt zwischen Typ A und D zu (verdeutlicht durch den Pfeil). aprX, Peptidase; aprl, Proteaseinhibitor;
aprDEF, Typ | Sekretionssystem; lipAl, Lipase A 1; lipA2, Lipase A 2; prtAB, putativer Autotransporter
A/B

Neben der Operonstruktur ist die proteolytische Aktivitdt bzw. Peptidaseproduktion von

diversen weiteren Faktoren abhangig. Eine wichtige davon ist die Temperatur, da
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insbesondere bei kalten Temperaturen in Milch mehr AprX gebildet wird (Baur et al., 2015a;
von Neubeck et al., 2015), was ein relevanter Aspekt bei kiihl gelagerter Rohmilch ist. Zu den
weiteren Einflussfaktoren gehéren die Zusammensetzung des umgebenden Mediums
(Nicodeme et al., 2005), Eisengehalt (Maunsell et al., 2006), Phasenvariation (Chabeaud et
al.,, 2001), RNA-Strukturen (McKellar & Cholette, 1987) sowie Quorum Sensing bzw.
Zelldichte (Machado et al., 2017; Sgrhaug & Stepaniak, 1997). Letzteres ist insbesondere bei
Biofilmen relevant, da es Hinweise gibt, dass Pseudomonas dort gréRRere AprX-Mengen
sekretiert als planktonische Zellen, was wiederum bedeutsam fir die Milchindustrie ist (Teh et
al., 2012; Teh et al., 2014). Weiterhin wird die Peptidaseproduktion durch das GacS/GacA-
Zweikomponentensystem positiv reguliert (Cheng et al., 2013), welches bekannt fir die
Expressionsregulation von Sekundarmetaboliten und Proteinsekretionssystemen in vielen
bakteriellen Spezies ist (Machado et al., 2017). Insgesamt sind die komplexen regulatorischen
Prozesse der AprX-Produktion noch nicht vollstandig verstanden und Teil der aktuellen
Forschung. Aus diesem Grund konnte bisher kein Grenzwert fir die Pseudomonas-Keimzahl
zur ldentifikation von Rohmilch festgelegt werden, die ein hohes Risiko flr proteolytischen
Verderb tragt. Vithanage et al. (2017) stellte eine erhthte proteolytische Aktivitat ab einer
Keimzahl von 5*10* KbE*ml?! an psychrotrotoleranten, proteolytischen Bakterien fest.
Demgegentiiber zeigten frihere Arbeiten, dass bedeutende Peptidase-Mengen erst ab
Keimzahlen von 107-10% KbE*ml* gebildet werden (Guinot-Thomas et al., 1995; McKellar,
1982). Da solche Belastungen der Rohmilch mit Pseudomonas in der Praxis selten
vorkommen, die Problematik am enzymatischen Verderb jedoch trotzdem besteht, erscheint

die Keimzahl von Vithanage et. al. (2017) als realistischer.

3.4 Einflisse auf die Pseudomonas-Pravalenz in Rohmilch

Als Hauptfaktor fir hohe Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch gilt eine lange Lagerdauer
bei kiihlen Temperaturen (De Jonghe et al., 2011; Vithanage et al., 2017). Allerdings wird
zudem ein initialer Eintrag durch persistierende Stamme in den Melkanlagen hypothetisiert,
vermutlich aufgrund von Biofilmbildung (Nucera et al., 2016). In vielen Studien konnten
Pseudomonaden an verschiedenen Stellen bei Erzeugerbetrieben nachgewiesen werden
(Capodifoglio et al., 2016; Flach et al., 2014; Leriche & Fayolle, 2012; Nucera et al., 2016;
Vidal et al., 2017; Weber et al., 2014). Erhohte Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch wurden
assoziiert mit Kontaminationen im Trinkwasser (Leriche & Fayolle, 2012; Nucera et al., 2016),
Jahreszeit (Capodifoglio et al., 2016; Li et al., 2018; Mallet et al., 2012), Reinigungsmangeln
(Leriche & Fayolle, 2012), Praktiken zur Euterhygiene (Doyle et al., 2017b; Vidal et al., 2017)
sowie Art der Tierhaltung (Carafa et al., 2020; Mallet et al., 2012), jedoch h&ufig mit

12



Einleitung

widerspruchlichen Ergebnissen. Bei der Jahreszeit gibt es beispielsweise Studien aus China,
Norwegen oder Australien, in denen hdhere Pseudomonas-Keimzahlen in Monaten mit
niedrigeren Temperaturen gemessen wurden (Li et al., 2018; Porcellato et al., 2018; Vithanage
et al., 2016). Dahingegen konnte in einer franzdsischen Studie von Leriche & Fayolle (2012)
kein Einfluss der Jahreszeit auf die Pseudomonas-Belastung festgestellt werden.
Problematisch ist der Vergleich von Studien verschiedener L&nder aufgrund von
Unterschieden in Klima, Herdengro3en oder Hygienemanagement. In den USA beispielsweise
sind Herdengrof3en mit tiber 2000 Kihen tblich (Natzke, 2019). In den Niederlanden benutzen
bereits Uber ein Viertel der Betriebe einen Melkroboter (ZuivelNL, 2019). Diese Bedingungen
spiegeln nur schwer die deutschen Betriebsstrukturen wider, die in 1.2 erlautert wurden.
Umfassende Analysen mdglicher Einflisse auf die Pseudomonas-Keimzahl deutscher
Rohmilch sind bisher nicht erfolgt.

4 Taxonomische Einordnung neuer Bakterienspezies

4.1 Geschichte der Taxonomie

Die Erfindung des Mikroskops durch Antoni van Leeuwenhoek im 17. Jahrhundert erméglichte
ihm wenig spater die Entdeckung der Mikroorganismen. Diese wurden in den ersten Ansétzen
der Klassifikation auf Basis von morphologischen Unterschieden in Gruppen eingeteilt (Porter,
1976; Zhu et al., 2015). Erst mit der Zichtung von Reinkulturen Ende des 19. Jahrhunderts
wurden Techniken zur physiologischen Charakterisierung entwickelt (Gevers et al., 2006;
Rosell6-Moéra & Amann, 2001). Nur wenig spater legte Walter Migula die Grundsteine der
Systematik und Taxonomie von Mikroorganismen (Migula, 1894, 1897). Mit ,Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology” wurden 1923 Leitlinien zur Identifikation von Bakterien
verdffentlicht (Bergey, 1923; Rosell6-Mdra & Amann, 2001). Im Jahre 1980 etablierte Victor
B.D. Skerman mit der ,Approved Lists of Bacterial Names" ein bis heute international
anerkanntes Verzeichnis, in dem alle valide beschriebenen Arten gelistet sind. Damit konnte
ein Uberblick tber die bis dato beschriebenen Arten gewonnen werden und jene, die
falschlicherweise mehrfach charakterisiert wurden, identifiziert und revidiert werden (Skerman
et al., 1980; Sly, 1995). In den letzten 100 Jahren war die taxonomische Einordnung neuer
Arten geprégt von dem Gegensatz aus Konservatismus und Fortschritt. Den modernsten
Technologien wie der Genomsequenzierung stehen nach wie vor traditionelle Leitlinien und

Standards zur Charakterisierung neuer Taxa gegeniber (Thompson et al., 2015).
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4.2 Begriffsdefinitionen

Die Begriffe ,Systematik” und ,Taxonomie® werden haufig synonym verwendet (Kampfer &
Glaeser, 2012). Systematik ist die Studie aller Arten der Diversitat von Organismen, inklusive
der Beziehungen zwischen ihnen (Simpson, 1961). Taxonomie hingegen ist lediglich ein
Teilbereich der Systematik und unterteilt in drei Kategorien (Kampfer & Glaeser, 2012). Die
Klassifikation (i) ist die Einordnung von Gruppen an Organismen (Taxa) in ein hierarchisches
System anhand biochemischer, physiologischer, genetischer und morphologischer
Charakteristika (Gevers et al., 2006). Mit zunehmender Ahnlichkeit werden Isolate in
Doménen, Phylum, Klasse, Ordnung, Familie, Gattung oder Art eingeordnet (Tindall et al.,
2010). Mithilfe der Nomenklatur (ii) werden die Arten mit einer binominalen Bezeichnung
benannt, bei der eine Spezies in ihrem Namen direkt einer Gattung zugeordnet wird (Tindall
et al., 2010). Die Benennung erfolgt hierbei nach den international anerkannten Regeln des
,Bakteriologischen Codes* (Lapage et al., 1992) und hat ihre Urspriinge im bindren System
von Carl von Linné von 1753 zur Benennung von Pflanzen, welches im Werk ,Species
Plantarum® niedergeschrieben wurde (Mackenbach, 2004). Der letzte Bereich der Taxonomie
umfasst die Identifikation unbekannter Organismen (iii), indem diese anhand bestimmter
Charakteristika zu den bestehenden Gruppen der Klassifikation (i) zugeordnet werden (Gevers
et al., 2006). Der Art- bzw. Speziesbegriff wird nach wie vor kontrovers diskutiert und wird am
besten als monophyletische und genomisch koharente Gruppe an Organismen beschrieben,
die eine hohe Ubereinstimmung in einer Vielzahl an Charakteristiken aufweisen, sich jedoch
von anderen Spezies durch bestimmte Merkmale abgrenzen (Rosell6-Moéra & Amann, 2001;
Stackebrandt, 2006).

4.3 Charakterisierung neuer Arten

Bei Vorliegen eines unbekannten Isolates wird dieses anhand genetischer,
chemotaxonomischer, physiologischer und/oder biochemischer Eigenschaften charakterisiert.
Bei Ubereinstimmung dieser Eigenschaften mit einer bereits bestehenden Gruppe kann das
unbekannte Isolat identifiziert und zu dieser klassifiziert werden. Ist dies nicht der Fall, kann
das Isolat erst nach erfolgter Neubeschreibung gemaR den taxonomischen Vorschriften
klassifiziert werden (Truper & Schleifer, 2006). Hierfir existieren mittlerweile fur einige
Gattungen Richtlinien, jedoch keine allgemein giltige Definition (Logan et al., 2009;
Stackebrandt et al., 2002; Tindall et al., 2010). In den meisten Fallen liefert ein Abgleich der
16S rRNA Sequenz mit in offentlichen Datenbanken wie EzTaxon hinterlegten Sequenzen
valide beschriebener Arten erste Hinweise auf das Vorliegen einer potentiell neuen Art
(Rosell6-Mora & Amann, 2001; Tindall et al., 2010). Liegen die Ahnlichkeiten zu den anderen
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Arten unter 98,65 %, indiziert dies das Vorliegen einer neuen Spezies (M. Kim et al., 2014).
Allerdings ist fir manche Gattungen die 16S rRNA Sequenz nicht ausreichend differenzierend
genug, weshalb ggf. zuséatzlich noch weitere Gene als phylogenetische Marker analysiert
werden missen, wie beispielsweise die rpoD-Sequenz bei Pseudomonas (Mulet et al., 2009).
Die 16S rRNA Phylogenie wird dennoch als wichtiger Bestandteil einer validen
Neubeschreibung angesehen, da sie eine aktuelle und universelle Referenz bildet (Gevers et
al., 2006; Stackebrandt et al., 2002).

Die weiterfihrenden Arbeiten basieren auf einem polyphasischen Ansatz, in dem die potentiell
neue Art anhand von phanotypischen, chemotaxonomischen und phylogenetischen
Merkmalen charakterisiert wird (Gevers et al., 2006; Vandamme et al., 1996). Hierbei ist es
wichtig, die Typstamme der am nachsten verwandten Arten parallel zu analysieren, um unter
gleichen Laborbedingungen die neue Spezies anhand der Ergebnisse abgrenzen zu kdénnen
(Tindall et al., 2010). Bei den phéanotypischen Analysen werden morphologische
Charakteristika wie ZellgréRe, Koloniemorphologie oder Gramverhalten sowie physiologische
Eigenschaften wie Wachstumsbedingungen oder die Verstoffwechslung bestimmter Zucker
analysiert (Tindall et al., 2010; Truper & Schleifer, 2006). Die chemotaxonomische
Charakterisierung umfasst unter anderem die Analyse der respiratorischen Chinone oder der
Zusammensetzung des Peptidoglycans (Tindall et al., 2010). Den phylogenetischen Analysen
kommt aufgrund der modernen Methoden wie der Sequenzierung von kompletten
Genomsequenzen immer mehr Bedeutung zu (K&mpfer & Glaeser, 2012). Chun et al. (2018)
erarbeitete hierzu Richtlinien zur Verwendung genomischer Daten fur die Taxonomie von
Prokaryoten. Als Referenzstandard gilt nach wie vor die in den 1960er Jahren entwickelte
DNA-DNA-Hybridisierung (DDH). Diese wurde aufgrund ihres hohen Arbeitsaufwandes und
gewissen Schwachen mittlerweile durch andere Techniken ersetzt, deren Grenzwerte zur
Artdifferenzierung jedoch stets auf jene der DDH bezogen wurden (Gevers et al., 2006; Tindall
et al.,, 2010). Neben den bereits erwéhnten Einzelgenanalysen zur primaren Identifizierung
des unbekannten Isolates werden beispielsweise mehrere alignierte Housekeeping-Gene wie
z.B. in der Multilocus-Sequence-Analysis (MLSA) oder der Up-to-date bacterial core gene
(UBCG) Analyse verwendet, um eine hohere Auflésung zu erreichen (Mulet et al., 2010; Na et
al., 2018). Zunehmend werden auch Analysen zum Gesamtgenomvergleich wie die Average
Nucleotide Identity (ANI) zur Berechnung der durchschnittlichen Ubereinstimmung der
Nukleotide herangezogen. Ein ANI von 94-96 % entspricht hierbei der etablierten DDH zur
Speziesabgrenzung von 70 % (Chun & Rainey, 2014).
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5 Zielsetzung

Das Ziel der Arbeit war die umfassende Analyse der Pseudomonas-Belastung deutscher
Rohmilch sowie den mdglichen Einflussfaktoren auf das Wachstum in Rohmilch. Weiterhin
sollten Eintrittsrouten dieser Spezies in die Rohmilch identifiziert werden. Aus den
Erkenntnissen sollen Handlungsempfehlungen abgeleitet werden koénnen, die zu einer
Reduktion der Pseudomonas-Belastung in der Rohmilch und dadurch zu einer geringeren
Produktion proteolytischer Enzyme fiihren sollen. Dadurch sollen Produkte mit erhohter
Stabilitat gewahrleistet werden, die der internationale Export fordert. Da die hitzetoleranten
Peptidasen nicht nachtraglich aus der Milch entfernt werden kdnnen, ist eine Reduktion nur

durch die Verhinderung des Eintrages und des Wachstums von Pseudomonas méglich.

Fir diese Analysen wurden von 444 Rohmilchproben aus den Hofsammeltanks von 122
Erzeugerbetrieben die Pseudomonas-Keimzahlen per gPCR sowie die Gesamtkeimzahlen per
Durchflusszytometrie ermittelt. Weiterhin sollte die Rohmilchmikrobiota der Proben per 16S
rRNA Amplikonsequenzierung analysiert werden. Durch die Korrelation der Ergebnisse mit
hofspezifischen Parametern wie Melksystem oder Tierhaltung sowie durch Stufenkontrollen
und der Analyse von Milchwagen-Sammeltouren sollten moégliche Einflussfaktoren auf die

Pseudomonas-Keimzahl in Rohmilch identifiziert werden.

Der zweite Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Untersuchung dreier unbekannter, Exoenzym-
produzierender Pseudomonas-Spezies aus Rohmilch oder Milchprodukten. Anhand eines
polyphasischen Ansatzes sollten die Isolate charakterisiert und differenzierende Merkmale zur
Abgrenzung identifiziert werden, um die Isolate als neue Spezies valide zu beschreiben, auch

im Hinblick auf ihnre Relevanz fiir den proteolytischen Milchverderb.
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Material und Methoden

1 Medien und Losungen

Bei den in Tabelle 1 gelisteten N&hrmedien und Ldsungen wurden die angegebenen
Komponenten, wenn nicht anders vermerkt, in destilliertem Wasser geldst und bei 121 °C fur

15 min autoklaviert.

Tabelle 1: Bestandteile der verwendeten Nahrmedien und Lésungen

Caseinagar 100 g/l Magermilchpulver Komponente A
(Reddy et al., 2007) 10 g/l Phytone™ (Sojapepton) Komponente B
6 g/l Fleischextrakt
30 g/l Agar-Agar
A und B separat autoklavieren und 1:1 mischen
pH 7,0+0,2
Cetrimid-Agar 45,3 g/l Fertigmedium (Merck KGaA)
10,0 ml/l  Glycerin
pH 7,2+0,2
Cephalothin-Natrium 48,4 g/l Fertigmedium (Merck KGaA)
Fusidat-Cetrimid pH7,0+0,2
(CFC) Agar
Glycerin-Medium 10 g/l Natriumglutamat
16,0 g/l Lactose
1,0 g/l Ascorbinsaure
1,09/l Agar-Agar
120 g/l  Glycerin
King A Agar 20 g/l Gelatine Pepton
(King et al., 1954) 2,3 g/l MgCl2 (x 6 H20)
10 g/l K2SOa4
10 g/ Agar-Agar
10 ml/l  Glycerin
pH 7,2+0,2
King B Agar 20 g/l Caseinhydrolysat
(King et al., 1954) 159/l K2HPO4
3,07 g/l MgSOa (x 7 H20)
10 g/l Agar-Agar
10 ml/l  Glycerin
pH 7,2+0,2
Kohlenstoffquellen- 25,6 mg/ml  1-o-Methyl-a-D-Glucopyranosid
Losungen 26,4 mg/ml a-D-(+)-Melibiose
26,4 mg/ml  a-D-Melezitose
10,0 mg/ml B -D-Gentiobiose
2; 1 mg/ml Aesculin; Eisencitrat
21,6 mg/ml  Arbutin
27,2 mg/ml D-Adonit
21,6 mg/ml D-Amygdalin
28,0 mg/ml D-Arabinose
28,0 mg/ml D-Arabit
26,4 mg/ml  D-Cellobiose
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25,6 mg/ml D-Fucose
28,0 mg/ml D-Fructose
28,0 mg/ml D-Galactose
36,8 mg/ml D-Gluconsaure-Kaliumsalz
31,2 mg/ml D-Glucose
28,0 mg/ml D-Lactose
28,0 mg/ml D-Lyxose
28,0 mg/ml  D-Maltose
27,2 mg/ml D-Mannit
28,0 mg/ml D-Mannose
31,2 mg/ml D-Raffinose
28,0 mg/ml D-Ribose
20,8 mg/ml D-Salicin
27,2 mg/ml D-Sorbit
26,4 mg/ml D-Sucrose
28,0 mg/ml D-Tagatose
26,4 mg/ml D-Trehalose
26,4 mg/ml D-Turanose
28,0 mg/ml  D-Xylose
27,2 mg/ml Dulcit
28,8 mg/ml Erythrit
32,8 mg/ml  Glycerin
25,6 mg/ml Glycogen
15,2 mg/ml Harnstoff
25,6 mg/ml Inulin
28,0 mg/ml L-Arabinose
28,0 mg/ml L-Arabit
25,6 mg/ml L-Fucose
27,2 mg/ml L-Rhamnose
28,0 mg/ml  L-Sorbose
28,0 mg/ml  L-Xylose
25,6 mg/ml  Methyl-a-D-Mannopyranosid
25,6 mg/ml Methyl-B-D-Xylopyranosid
28,0 mg/ml  Myo-Inosit
25,6 mg/ml N-Acetyl-D-Glucosamin
28,0 mg/ml Xylit
Zucker getrennt in MilliQ-Wasser geltst und sterilfiltriert
Motilitdtsmedium 30 g/l TSB Fertigmedium (Merck KGaA)
3,09/l Agar-Agar
pH7,3+0,2
NaCl-Bouillons 0,5-10 % NacCl 0-95 g/l NaCl
TSB Fertigmedium (Merck KGaA)
30 g/l (enthélt 5g/L NaCl)
0 % NacCl 17 g/l Caseinhydrolysat
3 g/l Phytone™ (Sojapepton)
2,59/l D(+)-Glucose Monohydrat
2,59/l KH2PO4
Na-EDTA (0.3 M) 112 g/ EDTA-Dinatriumsalz (Carl Roth GmbH & Co. KG)
pH8,0+0,2
Nitratbouillon 30 g/l TSB Fertigmedium (Merck KGaA)
(Reddy et al., 2007) 1g/l KNOs
1,7 g/l Agar-Agar
pH 7,0+0,2
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pH-Bouillons pH 4,0-5,5 0,1 M Zitronensaure
(Xu et al., 2005) 0,1 M Natriumcitrat
pH 6,0-8,0 0,1 M KH2PO4
0,1M NaOH
pH 8,5-10 0,1M NaHCOs
0,1M Na2CO3
pH vor dem Autoklavieren grob einstellen (pH 4,0 — 10 in
Schritten von 0,5), danach exakt einstellen und die Medien
sterilfiltrieren (Porengréfe 0,2 um)
Ringer-Lésung 2 St/ Ringer-Tabletten (Merck KGaA)
(1/4 stark)
Starke-Agar 59/l Phytone™ (Sojapepton)
(Reddy et al., 2007) 3 g/l Fleischextrakt
2 g/l Losliche Starke
15 g/l Agar-Agar
pH7,5+0,2
TBE-Puffer (0,5x) 549/l TRIS
2,75 g/l Borsaure
0,185 g/l EDTA-Dinatriumsalz
pH 8,0+ 0,2
Tributyrinagar 2,59/l Fleischextrakt
(Willis, 1960) 2,59/l Caseinhydrolysat
3,0 g/l Hefeextrakt
12 g/l Agar-Agar
4 ml/l TWEEN 80
10 ml/l  Tributyrin
pH7,5+0,2
Trypticase Soja Agar 40 g/l Fertigmedium (Oxoid GmbH)
(TSA)
pH7,3+0,2
Trypticase Soja 30 g/l Fertigmedium (Merck KGaA)
Bouillon (TSB)
pH7,4+0,2
R2A-Medium 15,2 g/l Fertigmedium (Merck KGaA)

(Reasoner & Geldreich,
1985)

pH 7,2 0,2
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2 Analyse von Pseudomonas in deutscher Rohmilch

2.1 Probennahme

2.1.1 Rohmilchproben aus Hofsammeltanks

Zur Analyse der Pravalenz von Pseudomonas in deutscher Rohmilch sowie des Einflusses
von hofseitigen Parametern wurden zwischen Juni 2019 und September 2020 444
Rohmilchproben aus den Hofsammeltanks von 122 Erzeugerbetrieben bezogen. Die Betriebe
waren mit acht Molkereien aus verschiedenen Regionen Deutschlands assoziiert. Es wurden
maoglichst vier Rohmilchen aus vier verschiedenen Quartalen beprobt. Aufgrund der COVID-
19 Pandemie sowie Verlusten von Proben bei der DNA-Extraktion lagen von 44 Betrieben
letztendlich nur drei Proben vor. Es wurden in Absprache mit den Molkereivertretern jene
Routineproben verwendet, die bei Milchabholung durch den Sammelwagen automatisch mit
Azidiol (0,33 % v/v) konserviert wurden. Nach gekuhltem Versand wurden diese bis zur

weiteren Bearbeitung (s. Abschnitt 2.3 - 2.4) maximal drei Tage gekuhlt gelagert.

2.1.2 Beprobung von Erzeugerbetrieben und Probenbearbeitung

Um mdogliche Eintrittsrouten von Pseudomonas bei den Erzeugerbetrieben zu identifizieren,
wurden auf Basis der Quartalsproben aus den Hofsammeltanks acht Hofe ausgewahlt. Hof 1-
4 hatten geringe durchschnittliche Belastungen der Quartalsproben der Hofsammeltanks mit
Pseudomonas (< 3,0*10? Koloniebildende Einheiten*ml? [KbE*mI?]), wohingegen Hof 5-8
Werte Uber 1,0*10* KbE*mI?! aufwiesen. Tabelle 2 zeigt die Charakteristika der jeweiligen

Erzeugerbetriebe.

Tabelle 2. Charakteristika der beprobten Erzeugerbetriebe zur Identifikation madglicher
Eintrittsrouten von Pseudomonas

@ Pseudomonas-
Hof- Keimzahl der Produktionsart Melksystem
Nummer Quartalsproben
[KbE/mI]
Hof 1 2,5%108 Konventionell Rohrmelkanlage
Pseudomonas- Hof 2 1,0*108 Konventionell Manueller Melkstand
auffallige Hofe Hof 3 1,2*10* Konventionell Rohrmelkanlage
Hof 4 2,6*10% Okologisch Manueller Melkstand
Hof 5 1,7%10? Konventionell Rohrmelkanlage
Pseudomonas- Hof 6 2,6%102 Okologisch Manueller Melkstand
unauffallige
Hofe Hof 7 9,2*10% Konventionell Melkroboter
Hof 8 7,3*10% Okologisch Manueller Melkstand
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Auf jedem Hof wurde eine Rohmilchprobe aus dem Hofsammeltank genommen sowie Warm-
und Kaltwasserproben auf den Spulsystemen fir die Reinigung des Sammeltanks und des
Melksystems. Zudem wurde eine Probe des Nachspiilwassers im finalen Reinigungszyklus
wahrend der Spulung mit kaltem Wasser méglichst am Ende des Melksystems gezogen. Die
Rohmilch- und Wasserproben wurden mit sterilen 50 ml GeféalRen genommen, von jeder Probe
jeweils 30 ml in ein neues Gefald tberfuhrt und mit Azidiol (0,33 % v/v) direkt im Anschluss der
Probenahmen beim Erzeuger konserviert. Stallluftproben wurden in Nahe des Melkortes
genommen. Im Falle von Melkstand und Melkroboter erfolgte dies neben dem Melkgeschirr,
wohingegen die Luft von Rohrmelkanlagen im Stall in Nahe des Viehs gezogen wurde. Hierzu
wurden mithilfe des Luftkeimsammlers MAS-100 Eco® (Merck KGaA) 1, 5 und 10 | auf
Trypticase Soja Agar (TSA) sowie 100 und 500 | auf Cephalothin-Natrium Fusidat-Cetrimid
Agar (CFC) im Doppelansatz beprobt. Wo méglich wurde ein Milchfilter analysiert, der nach
dem vorhergehenden Melkvorgang gekihlt in einer sauberen Plastiktiite aufbewahrt wurde.
Von den weiteren Probenahmestellen wurden mit feuchten, sterilen Wattetupfern Wischproben
genommen. Die Tupfer wurden in Réhren mit Ringer-Losung (1/4 stark) aufbewahrt und vor
weiterer Bearbeitung darin gevortext. Die Bearbeitung aller Proben erfolgte am néchsten Tag.
Zu den Milchfiltern wurde 10 ml Ringer-L6sung hinzugegeben und diese Proben anschlieRend
ausgedrickt und fur ca. 3 h bei 6°C inkubiert. Von allen Proben wurden Verdiinnungsreihen in
Ringer-Losung hergestellt und 100 pl von den Verdinnungsstufen 10° — 10® auf CFC bzw.
TSA im Doppelansatz getropft. Die Agarplatten wurden bei 30 °C fir drei (CFC) bzw. finf Tage
(TSA) inkubiert und die KbE/ml mithilfe des arithmetischen gewichteten Mittels berechnet. Bei
den Tupferproben sowie bei den Milchfiltern wurden die Keimzahlen hierbei auf 1 ml Ringer-
Lésung bezogen, in dem die Proben jeweils ausgeschittelt bzw. ausgedriickt wurden. Im Falle

der Proben des Luftkeimsammlers wurden die KbE pro 10 | Luft berechnet.

2.1.3 Beprobung von Sammeltouren

Fur die Analyse des Einflusses von Lagerung und Transport auf die Pseudomonas-
Keimzahlen wurden sieben Sammeltouren beprobt, die aus allen Erzeugerbetrieben der Tour,
einer Probe aus dem Sammelwagentank sowie Rohmilch aus dem Stapeltank der Molkerei
bestanden. Letztere Probe stand fur drei der sieben Touren zur Verfigung. Die
Sammelwagenproben wurden bei Ankunft an der Molkerei gezogen und jene des Stapeltanks
kurz vor Ablassen der Rohmilch in die Produktion. Alle Proben wurden mit Azidiol (0,33 % v/v)
konserviert. Neben der Transportdauer im Sammelwagen sowie der Lagerdauer im Stapeltank
wurden die Umgebungstemperaturen registriert, wobei letzteres retrospektiv Uber

https://www.timeanddate.com erfolgte. Tabelle 3 fasst den Aufbau und die Charakteristika der
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sieben beprobten Sammeltouren zusammen. Die Probenbearbeitung erfolgte wie in Abschnitt
2.3 - 2.4 beschrieben.

Tabelle 3: Aufbau der sieben Sammeltouren (A-G) zur Analyse des Einflusses von Lagerung und
Transport auf die Pseudomonas-Keimzahl

Sammelwagen- Stapeltank-
Proben Proben
(Transportzeit) (Lagerzeit)

Bezeichnung | Hofsammeltank-
Tour Proben

Hof 1.1_A
Hof 1.2 A Wagen 1_A (KA)
Hof 1.3 A
Hof 2.1_A
Hof 2.2_A Wagen 2_A (KA)
Hof 2.3 A
Hof 1 B
Hof 2_B
Hof 3_B
Hof4 B
Hof 5_B
Hof 6_B
Hof 7_B
Hof 8_B
Hof 9 B
Hof 10 B
C Hof C Wagen C (KA) Tank C (KA) 5°C
Hof 1.1_D
Hof1.2 D
Hof 1.3 D
Hof1.4 D
Hof 1.5_D
Hof 1.6_D
Hof 1.7_D
Hof 1.8_D
Hof 1.9_D
Hof 1.10_D
Hof 2.1_D
Hof 2.2_D
Hof 2.3_D
Hof2.4 D
Hof1_E
E Hof 2_E Wagen E (3 h) NV 27 °C
Hof 3_E
Hof1_F
Hof 2_F
Hof 3 _F
Hof 4 F
Hof 5_F
F Hof 6_F
Hof 7_F
Hof 8_F
Hof 9_F
Hof 10_F
Hof 11 F
G Hof G Wagen G (1,5 h) NV 20 °C

Umgebungs-
temperatur

Tank A (36 h) 10 °C

Wagen B (9 h) NV 23 °C

Wagen 1_D (KA)

Tank D (36 h) 23°C

Wagen 2_D (KA)

Wagen F (3,25

h) NV 27 °C

KA = keine Angabe; NV = Probe nicht vorhanden
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2.2 Erfassung hofseitiger Einflussfaktoren

Um erhohte Pseudomonas-Keimzahlen in den Hofsammeltanks mit moglichen
Einflussfaktoren zu korrelieren, wurden diese von den einzelnen Erzeugerhéfen mithilfe eines
Fragebogens erfasst. Es wurden Faktoren ausgewahlt, von denen ein relevanter Einfluss auf
das Milchmikrobiom erwartet wurde. Tabelle 4 zeigt den Aufbau des Fragebogens sowie die
Verteilung der jeweiligen Parameter bei den 122 teilnehmenden Erzeugerbetrieben.

Tabelle 4: Erfasste hofseitige Parameter sowie deren Verteilung bei den 122 teilnehmenden
Erzeugerbetrieben

Hofparameter / Einflussfaktor Absolute Relative
Hof-Anzahl Hof-Anzahl [in %]
1 Art des Betriebes
Konventionell (K) 86 70,5
Okologisch (0) 36 29,5
Keine Angabe - -
2 Liefermenge pro Jahr [I]
30.000 — 100.000 12 9,8
100.000 — 1.000.000 75 61,5
1.000.000 — 8.730.000 35 28,7
Im Durchschnitt: 976.705
3 Intervall der Milchabholung
1-tagig 18 14,7
2-taqig 95 779
3-tagig 9 7.4
Keine Angabe - -
4 Melksystem
Rohrmelkanlage (R) 16 13,1
Kannenmelkanlage (KM) 2 1,6
Melkstand manuell (MM) 80 65,6
Melkstand Roboter (MR) 19 15,6
Keine Angabe 5 4,1
5 Spulsystem Melkstand
Kaltwasser (K, ca. 40 °C per Hand) 9 7,4
Zirkulation Saure/Lauge (S/L, ca. 60 °C) 94 77,0
HeilRwasser > 70 °C 11 9,0
Keine Angabe 8 6,6
6 Milchstapelung
Wanne (W) 12 9,8
Tank (T) 107 87,7
Keine Angabe 3 2,5
7 Kuhlung
Vorkuhlung (V) 27 22,1
Im Tank (T) 84 68,9
Tauchkihlung (TK) 2 1,6
Keine Angabe 9 7,4
8 Euterhygiene
Trocken (T) (z.B. mit Holzwolle) 47 38,5
Einwegtticher (EW) (feucht) 20 16,4
Waschbare Ticher (WT) (feucht) 16 13,1
Automatisches Melksystem/Roboter (AMS) 19 15,6
Keine Angabe 20 16,4
9 Gesamtkeimzahl @ 12 Monate [Zellen/ml]
6.000 — 10.000 40 32,8
10.000-30.000 50 41,0
30.000-83.800 32 26,2

Im Durchschnitt: 23.200
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10 Somatische Zellzahl @ 12 Monate [Zellen/ml]
68.000 — 100.000 6 4,9
100.000 — 200.000 62 50,8
200.000 — 365.000 54 44,3
Im Durchschnitt: 201.400 - -
11 Tierhaltung
Stall anbinden (S) 10 8,2
Laufstall (L) 45 36,9
Stall + Weide (S+W) 3 2,5
Laufstall + Weide (L+W) 31 25,4
Laufstall + Auslauf (L+A) 10 8,2
Keine Angaben 23 18,9
12 Wasserversorgung
Eigener Brunnen (B) 23 18,9
Kommunaler Wasserversorger (kW) 90 738
Keine Angaben 9 7,4

(Unterstrichen = haufigste Nennung)

2.3 Ermittlung der Gesamtkeimzahl der Rohmilchproben

Die Gesamtkeimzahlen der Rohmilchproben der Hofsammeltanks sowie der Sammeltouren
wurden mithilfe des halbautomatischen Bactocount IBCm Durchflusszytometers (Bentley
Instruments INC., Minnesota, USA) am Max-Rubner-Institut (MRI) in Kiel ermittelt. Hierzu
wurden 1 ml Rohmilch mit 2 ml Inkubationsreagenz des IBCm Bacto Kit (Bentley Instruments
INC., Minnesota, USA) in den auf 55 °C erwarmten Edelstahlgeféa3en gemischt und nach den
Herstellerangaben gemessen. Zur weiteren Analyse wurden die individual bacterial count
(IBC) Werte verwendet. Im Gegensatz zu den zu koloniebildenden Einheiten (KbE)
umgerechneten Werten sind in den IBC-Keimzahlen auch Spezies enthalten, die nicht unter
Standardbedingungen kultivierbar sind.

2.4 Quantifizierung von Pseudomonas in der Rohmilch

Zur gattungsspezifischen Quantifizierung von Pseudomonas wurden in dieser Arbeit drei

verschiedene Methoden verwendet und miteinander verglichen.

2.4.1 Quantifizierung per klassischer Kultivierung

Traditionell erfolgt die Ermittlung von Pseudomonas-Keimzahlen kulturell auf dem selektiven
Cephalothin-Natrium Fusidat-Cetrimid (CFC) Agar. Hierzu wurde pro Rohmilchprobe eine
Verdinnungsreihe in Ringer-Losung (1/4 stark) hergestellt und von den Verdiinnungsstufen
102 — 10° jeweils 100 pl im Doppelansatz auf CFC-Agar plattiert. Die Koloniebildenden
Einheiten (KbE) wurden nach drei Tagen Inkubation bei 30 °C ausgezahlt und die KbE*ml?
mithilfe des arithmetischen gewichteten Mittels aus zwei Verdinnungsstufen mit je zwei

Replikaten berechnet.

24



Material und Methoden

2.4.2 Molekulare Quantifizierung per gattungsspezifischer gPCR

Eine Moglichkeit der molekularen Quantifizierung der Pseudomonaden in den Rohmilchproben
war ein spezies-spezifischer Multiplex-gPCR-Assay, der in friheren Arbeiten an unserem
Lehrstuhl etabliert wurde (Maier et al., 2021). Da die gesamte Gattung detektiert werden sollte,
wurde nur die gattungsspezifische Sonde P6, die innerhalb des rpoB Gens bindet, im
Singleplex verwendet. Jede Reaktion mit 10 pl Gesamtvolumen enthielt 2 pl der extrahierten
bakteriellen DNA, 5 pl SsoAdvanced™ Universal Probes Supermix (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, USA), 150 nM Hydrolyse-Sonde P6 (5’-CY5-
AGTTCGGTGGTCAGCGTTTCGG-BHQ2-3’), 400 nM des Fordward-Primers Pr6_F (5'-
CAGCCGYTGGGTGGTAA-3) und 200 nM des Reverse-Primers Pr6_R (5-
CCGTTCACATCGTCCGA-3’) des rpoB-spezifischen Primerpaares. Die Messungen wurden
analog Maier et al. (2021) mit dem Real-Time PCR System CFX96/C1000 Touch™ (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) und der CFX Maestro™ Software durchgefiihrt. Die
absoluten Keimzahlen wurden aus den dadurch erhaltenen Threshold-Cycle (Ct-)Werten
mithilfe einer Standardkurve berechnet. Diese wurde hergestellt, indem frische Rohmilch der
Forschungsstation Veitshof (WZW, Freising) 1:10 mit einer Ubernachtkultur von Pseudomonas
lundensis DSM 62527 analog 3.2.2 beimpft wurde, welche ca. eine Konzentration von 108
KbE*mIt aufwies. Die beimpfte Rohmilch wurde sieben Mal 1:10 mit unbeimpfter Rohmilch
verdinnt und von jedem Verdinnungsschritt (10°-107) sowie von der unbeimpften Milch als
Negativkontrolle die Pseudomonas-Keimzahlen auf CFC Agar analog 2.4.1 bestimmt. Parallel
dazu wurde von jeder Verdinnungsstufe die bakterielle DNA, wie in 2.5 beschrieben, isoliert.
Pro Verdunnungsstufe wurden sechs Aliquots a 30 ml fir die DNA-Isolation verwendet und
anschliel3end gepoolt, um eine ausreichende Menge der Standardkurve fir die Messung aller
Proben zu gewahrleisten. Die Ct-Werte jeder Verdinnungsstufe wurden per gPCR-Assay
ermittelt und den entsprechenden absoluten Keimzahlen gegenibergestellt. Mithilfe der
Steigung (m) und des Achsenabschnitts (n) der dadurch ermittelten Geradengleichung (f (x) =
m * x + n) konnte mit dem Ct-Wert unbekannter Proben die entsprechende plattierte Keimzahl

auf CFC-Agar anhand folgender Formel ermittelt werden: logKeimzahl=n_TCt. Die

Standardkurve wurde bei jedem gqPCR-Lauf parallel zu den unbekannten Rohmilchproben

gemessen, um Messschwankungen berlcksichtigen zu kénnen.

2.4.3 Molekulare Quantifizierung anhand der Mikrobiomdaten

Die Berechnung der Pseudomonas-Keimzahl auf Basis der Mikrobiomdaten erfolgte anhand
der relativen Zusammensetzung der Milchproben auf Gattungsebene, die durch die

Prozessierung der Mikrobiomdaten ermittelt wurde (s. 2.6). Hierzu wurde der relative Anteil an
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Pseudomonas pro Probe mit der entsprechenden Gesamtkeimzahl multipliziert, die per

Durchflusszytometrie analog 2.3 quantifiziert wurde.

2.5 Isolation bakterieller DNA aus Rohmilch

Die Isolation bakterieller DNA aus den Rohmilchproben der Hofsammeltanks sowie der
Sammeltouren erfolgte anhand eines Protokolls, das in Vorarbeiten an unserem Lehrstuhl
etabliert wurde (Siebert et al., 2021). Die DNA der 134 Rohmilchproben von 44 norddeutschen
Hofen wurden am MRI in Kiel isoliert und fur die weitere Prozessierung gekuhlt an unser Institut
verschickt. Fir die DNA-Isolation wurden 30 ml Rohmilch mit 1,8 ml 0,3 molarer EDTA-
Dinatriumsalzlésung gemischt und die Zellen bei 13.000 g und 4°C fur 20 min geerntet. Das
EDTA fihrt zur Destabilisierung der Caseinmicellen, da es das enthaltene Calcium bindet.
Nach der Zentrifugation wurde Fettschicht sowie Magermilch bis auf ca. 1 ml entfernt, das
Zellpellet in der verbliebenen Flussigkeit resuspendiert und in ein 2 ml Reaktionsgefal’ (RG)
transferiert. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt bei 16.000 g fur 1 min bei
Raumtemperatur (RT) wurde die Magermilch erneut auf ca. 100 ul reduziert, mit 880 pl
Ringerldsung (1/4 stark) gemischt und das Pellet resuspendiert. Zur selektiven Lyse der
somatischen Zellen der Kuh wurden die Proben mit 20 pl Proteinase K (20 pg/ul, AppliChem,
Darmstadt) fir 30 min bei 55 °C und 350 rpm inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei
5.000 g und RT wurde der komplette Uberstand entfernt und das verbliebene Pellet in 80 pl
PCR-Wasser (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) resuspendiert. Zum Abbau der somatischen
DNA wurde die Losung mit jeweils 10 pl DNAse | und DNAse | Puffer (ThermoFisher, Waltham,
USA) gemischt und bei 37 °C fur 20 min bei 350 rpm inkubiert. Schlie3lich erfolgte die
Inaktivierung der DNAse durch Erhitzung bei 85 °C fur 10 min. Die Zellsuspensionen wurden

bis zur weiteren Bearbeitung bei -20 °C gelagert.

Zur Isolation der bakteriellen DNA wurde das PowerFood Microbial DNA-Isolation Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) mit zusatzlichen enzymatischen Behandlungsschritten verwendet. Die
Zellsuspension wurde mit 450 pl auf 55 °C erhitzter MBL Ldsung, 1 pl Lysozym (25 ug/ul, Roth,
Karlsruhe) und 100 U Mutanolysin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gemischt und fir 30 min
bei 37 °C und 350 rpm inkubiert. Daraufhin wurden 10 pl Proteinase K (12,5 pg/ul, AppliChem,
Darmstadt) hinzugefigt und die Suspensionen erneut bei 55 °C und 350 rpm fiir 30 min
inkubiert. Nach Destabilisierung der bakteriellen Zellwand durch Erhitzung bei 70 °C fur 10 min
wurde die Zellsuspension in RG mit Silica-beads tberfuhrt und mithilfe des FastPrep-24™
Instruments (MP Biomedicals, Santa Ana, USA) vier Mal bei 6,5 m/s fir 30 s mechanisch
lysiert. Die restliche DNA-Isolation erfolgte anhand der Herstellerangaben des Kits, mit der

Ausnahme, dass die finale Elution in 2x24 ul auf 55 °C erwarmten PCR-Wasser erfolgte. Die
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isolierte DNA wurde bis zur Erstellung der Sequenzierbibliothek bei -20 °C gelagert. Abbildung
6 fasst das Protokoll zur Isolation bakterieller DNA aus Rohmilch fir die Mikrobiomanalyse

Zusammen.

Zellernte aus der Rohmilch
Zugabe EDTA > Zentrifugation - Entfernung Fett & Magermilch

Selektiver Abbau somatischer DNA

Lyse somatischer Zellen (Proteinase K) > DNA-Abbau
(DNAsel)

Enzymatische Lyse bakterieller Zellen
Lysozym, Mutanolysin, Proteinase K

DNA-Isolation (PowerFood Microbial DNA-Isolation Kit)

Erstellung der Sequenzierbibliothek und Sequenzierung
Biphasische PCR - lllumina MiSeq™

Abbildung 6: Protokoll zur Isolation bakterieller DNA aus Rohmilch fiir Mikrobiomanalysen
Nach der Zellernte werden die somatischen Zellen selektiv aufgeschlossen und die DNA verdaut. Im
Anschluss findet eine enzymatische Lyse der bakteriellen Zellen und die DNA-Isolation statt. Die 16S
rRNA wird mithilfe einer biphasischen PCR amplifiziert und nach Erstellung der Sequenzierbibliothek
sequenziert.

2.6 16S rRNA Amplicon Sequenzierung zur Analyse des Rohmilchmikrobioms

2.6.1 Herstellung der Sequenzierbibliothek

Die Sequenzierbibliothek fur die 16S rRNA Amplikon Sequenzierung erfolgte analog Siebert
et al. (2021) und basiert auf einer biphasischen PCR-Amplifikation (Berry et al., 2011). Sie
wurde zusammen mit der Sequenzierung an der Core Facility Microbiome des ZIEL-Institute
for Food & Health der TUM durchgeftihrt. In beiden PCR-Schritten wurden pro Probe
Quadruplikate verwendet. Hierbei erfolgte im ersten PCR-Schritt mit 20 Zyklen die
Amplifikation der V3-V4 Region des 16S rRNA Gens der isolierten bakteriellen DNA mithilfe
der Universalprimer 341F-ovh (5-CCTACGGGNGGCWGCAG-3) und 785r-ovh (5'-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3') (Klindworth et al., 2013). Im zweiten PCR-Schritt mit 10
Zyklen wurden an den Uberhang des Universalprimers ein Proben-spezifischer Barcode sowie
ein Adapter zur Bindung der DNA an die Flusszelle des Sequenziergerates amplifiziert
(Abbildung 7). Nach Aufreinigung der PCR-Produkte mit 1.8x Agencourt AMPure XP Beads
(Beckman Coulter, Inc., Brea, USA) wurden die DNA-Konzentrationen mithilfe des Qubit™
fluorometer 2.0 und dem dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher, Waltham, USA) gemessen und
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auf 0,5 nM eingestellt. Die Sequenzierung der 16S rRNA Amplikons erfolgte paired-end (2x
300 bp) mit einem lllumina MiSeq System (lllumina, San Diego, USA), dem MiSeq Reagent v3
Kit und einer 15 % (v/v) PhiX Standardbibliothek analog der Herstellerangaben.

4=
[\V]
w
S
=
=

V3V4 Region der 165 rRNA Gensequenz
Konservierte Region des Universalprimers
Uberhang des Universalprimers
Probenspezifischer Barcode

Adapter

4=
—
w
S
=
=

Abbildung 7: Prinzip der biphasischen PCR zur Erstellung einer Sequenzierbibliothek fir die 16S
rRNA Amplikon Sequenzierung

Im ersten Schritt der PCR wird die V3V4-Region der 16SrRNA (grau) mithilfe eines Universalprimers
(blau) vervielfaltigt. Im zweiten Schritt wird an den Uberhang des Universalprimers (gelb) ein
probenspezifischer Barcode (griin) sowie ein Adapter zur Bindung der DNA an die Flusszelle (Violett)
angefigt.

2.6.2 Prozessierung und Downstream-Analyse der Sequenzierdaten

Die 3‘-Enden der Rohsequenzen wurden auf 275 Nukleotide mithilfe von Trimmomatic (Bolger
et al., 2014) gekurzt (durchgefiihrt von Christopher Huptas, Lehrstuhl fiir Mikrobielle Okologie,
TUM). Anschlie3end fand die Prozessierung der Sequenzen mit der frei zuganglichen IMNGS-
Pipeline V3.3 (Lagkouvardos et al., 2016) statt, in der eine UPARSE-basierte (Edgar, 2013)
de novo operational taxonomic unit (OTU) Auswabhlstrategie implementiert ist. Tabelle 5 zeigt
die verwendeten Einstellungen der IMNGS-Pipeline.

Tabelle 5: Verwendete Einstellungen zur Prozessierung der Mikrobiomdaten mithilfe der IMNGS-
Pipeline

Bezeichnung der jeweiligen Einstellung Wert
Number of allowed missmatches in the barcode 1

Min fastq quality score for trimming of unpaired reads 20

Min length for single reads or amplicons for paired overlapping sequences [nt] 300
Max length for single reads or amplicons for paired overlapping sequences [nt] 600
Max rate of expected errors in paired sequences 0.02
Length of trimming at the forward side of the seqs [nt] 10
Length of trimming at the reverse side of the seqs [nt] 10

Min relative abundance of OTU cutoff (0-1) 0.0025
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In der Pipeline wurden die Sequenzen gegen die Ribosomal Database Project (RDP)
Datenbank abgeglichen (RDP, Release 11) (Cole et al., 2014) und chimare Sequenzen mit
UCHIME herausgefiltert (Edgar et al.,, 2011). Clustering von zero-Radius Operational
Taxonomic Units (zOTUs) wurde mit 99 %iger Sequenzidentitdt mit USEARCH (Version
11.0.667) durchgefiihrt (Edgar, 2010, 2018) und das Herausfiltern nicht-prokaryotischer
zOTUs erfolgte mit SortMeRNA (Kopylova et al., 2012). Anschlielend wurden die Reads
gegen die zOTU-Datenbank Silva Version 132 (https://www.arb-
silva.de/documentation/release-132/) abgeglichen, um eine Tabelle mit den relativen Anteilen

an zOTUs pro Probe zu erstellen.

Weiterfihrende Analysen der Mikrobiomaten erfolgten mit dem R-Package ,Rhea“
(Lagkouvardos et al., 2017) und Rv4.04. Hierzu wurden alle Proben mit einer Read-Zahl
< 6,000 aussortiert und die restlichen Proben auf 10.000 Reads normalisiert. Zur Analyse der
a-Diversitat wurde die Richness des a-Diversitats-Skripts der Rhea-Pipeline verwendet. Fur
die Diversitat zwischen einzelnen Gruppen wurde die [B-Diversitdt ermittelt, die auf
generalisierten UniFrac Distanzen beruht. Um die relative Zusammensetzung der Proben auf
Gattungsebene analysieren zu kdnnen, wurden mithilfe des Taxonomic Binning Skripts alle

zOTUs, die zur gleichen Gattung gehdérten, zusammengefasst.

2.7 Statistische Analysen

Die Datenauswertung sowie die statistischen Analysen erfolgte mit dem Programm Rv4.04.
Die Skripte hierfur wurden von Tasja Buschhardt, Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR),
Berlin zur Verfigung gestellt. Zur Analyse signifikanter Unterschiede bei den hofseitigen
Parametern im Hinblick auf die Pseudomonas-Keimzahlen bzw. Gesamtkeimzahlen wurde ein
Kruskal Wallis Test mit nachfolgendem Dunn’s Test mit Bonferroni-Korrektur fur
Mehrfachvergleiche verwendet. Im Falle der Unterschiede zwischen den drei verschiedenen
Methoden zur Pseudomonas-Quantifizierung wurde ein Wilcoxon-Test mit Bonferroni-
Korrektur verwendet. Es wurde zwischen signifikanten (p < 0.05), hochsignifikanten (p < 0.01)
und hdchstsignifikanten (p < 0.001) Unterschieden differenziert. Die Effektstarke, die die
GroRRe der Differenzen zwischen den Subgruppen beschreibt und damit den Einfluss einer
Variable auf die Varianz der ZielgroRe abschétzt, wurde anhand der Kruskal-Wallis
Effektstarke ermittelt (Coe, 2002). Hierbei wird zwischen kleiner (0,01 - < 0,06), moderater
(0,06 - < 0,14) und groRer Effektstarke (>= 0,14) unterschieden (Cohen, 1988). Zur
Berechnung von Korrelationen zwischen zwei stetigen Variablen wurde die Spearman-

Korrelation sowie die Kendall-Korrelation verwendet.
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3 Charakterisierung neuer Pseudomonas-Spezies

3.1 Verwendete Bakterienstamme

Die zu charakterisierenden bakteriellen Isolate der drei neuen Pseudomonas-Spezies
Pseudomonas saxonica sp. nov., Pseudomonas haemolytica sp. nov., und Pseudomonas
cremoris sp. nov. wurden in Vorarbeiten am Institut fir Mikrobielle Okologie aus Rohmilch bzw.
Milchhalbfabrikaten  isoliert.  Tabelle 6 zeigt einen  Uberblick (ber die
Stammsammlungsnummern sowie die Herkunft der verwendeten Isolate. Hierbei handelt es
sich bei der WS- sowie der G-Nummer um institutsinterne Stammsammlungen
(Weihenstephaner Mikroorganismen-Sammlung, Lehrstuhl fir Mikrobielle Okologie, TUM),
wohingegen die DSMZ- sowie die LMG-Nummern jene sind, die bei Hinterlegung der Isolate
bei der Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bzw. bei
der Belgian Coordinated Collections of Microorganisms/Laboratorium voor Microbiologie,
Universiteit Gent (BCCM/LMG) vergeben wurden (s. 3.8.).

Tabelle 6: Stammsammlungsnummern sowie Isolationsmedien der charakterisierten
Pseudomonas-Isolate

Finale Spezies- Ursprun_ghche WS- G- DSMz- LMG- Isolations-
. Spezies- .
bezeichnung bezei Nummer Nummer Nummer Nummer medium
ezeichnung
Magermilch-
Pseudomonas Pseudomonas 5072 9093 108989 31234 konzentrat
saxonica sp. nov. sp. nov. (5) 5092 9112 108990 31235 Rohmilch
5063 9085 108987 31232 Rohmilch
Pseudomonas Pseudomonas _
haemolytica Sp. nov. Sp. nov. (11) 5067 9089 108988 31233 MagermlICh_
konzentrat
Pseudomonas 5106 9123 111143 31863 Sahne
cremoris sp. nov Pseudomonas ;
sp. nov. (9) 5096 9115 111129 31864 Mkagerm""h'
onzentrat

Die Typstamme sind jeweils fett markiert

Zur phanotypischen Abgrenzung wurden auf Basis von phylogenetischen Analysen (s. 3.3)
Referenzspezies ausgewahlt, die mit den zu charakterisierenden Spezies moglichst nah
verwandt waren. Die Typstdmme dieser Spezies wurden in den phanotypischen Analysen
parallel mit den zu charakterisierenden Spezies verwendet, um Unterschiede zu identifizieren.
Zudem wurde stets Pseudomonas aeruginosa als Typspezies der Gattung mit verwendet (s.
Tabelle 7).
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Tabelle 7: Verwendete Referenztypstamme fiir die phéanotypischen Analysen

Zu G- Stamm-
charakterisierende Referenzstamm Priméarcharakterisierung sammlungs-
. Nummer
Spezies nummer
P. fragi (Eichholz, 1902) 1289 DSM 3456
P. weihenstephanensis (von Nezlé)bl%c)k etal, 8928 DSM 29166
. P. deceptionensis (Carrion et al., 2011) 8684 DSM 26521
P. Sa’;%r\‘l'ca SP- P. psychrophila (Yumoto et al., 2001) 8688  DSM 17535
' P. taetrolens (Skerman et al., 1980) 8690 DSM 21104
P. lundensis (Molin et al., 1986) 8686 DSM 6252
P. versuta (See-Too et al., 2017) 10911 LMG 29628
P. aeruginosa (Skerman et al., 1980) 1273 DSM 50071
P. synxantha (Skerman et al., 1980) 8689 DSM 18928
P. libanensis (Daboussi et al., 1999) 8685 DSM 17149
. (von Neubeck et al.,
P. lactis 2017) 9762 DSM 29167
P. haemolytica sp. P. paralactis (von Neubeck et al., 8217 DSM 29164
nov. 2017)
P. canadensis (Tambong et al., 2017) 10912 LMG 28499
P. poae (Behrendt et al., 2003) 8687 DSM 14936
P. fluorescens (Migula, 1895) 1288 DSM 50090
P. aeruginosa (Skerman et al., 1980) 1273 DSM 50071
P. canadensis (Tambong et al., 2017) 10912 LMG 28499
P. simiae (Vela et al., 2006) 11366 LMG28180
P. extremorientalis (lvanova et al., 2002) 11367 LMG 19695
P. cremoris sp. nhov. P. lurida (Behrendt et al., 2007) 11288 LMG 21995
P. costantinii (Munsch et al., 2002) 11289 LMG 22119
P. azotoformans (Nonakaran et al., 2015) 9798 DSM 18862
P. aeruginosa (Skerman et al., 1980) 1273 DSM 50071

P. = Pseudomonas

3.2 Allgemeine mikrobiologische Arbeiten

3.2.1 Stammlagerung und Reaktivierung

Von den Isolaten der neubeschriebenen Spezies sowie von den fiir diese Arbeit von externen
Stammsammlungen (DSMZ bzw. LMG) bestellten Typstammen wurden Kryokulturen fir die
institutsinterne Stammsammlung hergestellt und im Duplikat bei -80 °C gelagert. Hierzu wurde
eine dichte Suspension der Reinkultur in 1,5 ml Glycerinmedium eingertihrt und vor dem
Einfrieren bei 6 °C fur 24 h inkubiert. Von allen in Tabelle 7 beschriebenen Stammen wurde
jeweils eine Kryokultur als Arbeitsstock analog hergestellt und bei -20 °C gelagert. Fir die
fortlaufenden Arbeiten wurden die Kulturen aus den Arbeitsstocks alle zwei Wochen frisch auf

TSA ausgestrichen und zur metabolischen Reaktivierung zwei Mal passagiert.

3.2.2 Herstellung von Ubernachtkulturen

Zur Herstellung von Ubernachtkulturen wurde eine Kolonie der Reinkultur mit der Impfose in
5 ml TSB eingertihrt und tber Nacht bei 30 °C bei 150 rpm geschittelt.
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3.2.3 ldentifizierung bakterieller Isolate per Sanger-Sequenzierung

DNA-Isolation

Zur Isolation von DNA aus bakteriellen Zellen wurde eine Impfose Zellmaterial eines
Reinigungsausstriches in sterilem MilliQ Wasser suspendiert. Die Zelllyse erfolgte mechanisch
mit einer kleinen Menge Silica-Beads mit 0,1 mm Durchmesser (Carl Roth GmbH & Co. KG)
im FastPrep-24TM Instrument (MP Biomedicals, Santa Ana, USA) bei 2 x 45 s und 6,5 m/s mit
anschlieender Kihlung der Proben auf Eis. Diese wurden daraufhin bei 95 °C flr 5 min
erhitzt, um DNAsen zu inaktivieren. Nach einer Zentrifugation bei 13.000 g fir 3 min bei RT

wurden 80 pl zur weiteren Bearbeitung in ein neues RG uberfihrt.

Amplifikation des Zielgens

Die Vervielfaltigung des 16S oder rpoD Gens erfolgte mittels einer Polymerasekettenreaktion
(PCR). Die verwendeten Primer (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland) sind in
Tabelle 8 gelistet, die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes in Tabelle 9 und die

Reaktionsbedingungen in Tabelle 10.

Tabelle 8: Verwendete Primer zur Identifizierung bakterieller Isolate per Sanger-Sequenzierung

Zielgen Primer Sequenz [5° — 3] Amplikonlange [nt]
16S_27 fort AGAGTTTGATCCTGGCTCA

16S rRNA 16S_1492 rev? CGGCTACCTTGTTACGAC 1465
16S_907 rev? CGTCAATTCMTTTGAGTTT

rpoD PsEG30 for'? ATYGAAATCGCCAARCG 750
PsSEG790 rev?! CGGTTGATKTCCTTGA

1 verwendeter Primer fir PCR
2 verwendeter Primer flr Sanger-Sequenzierung

Tabelle 9: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur Amplifikation von Zielgenen per PCR

Reagenz Konzentration Eingesetztes Volumen [pl]
High Performance Buffer (Thermo Scientific) 10x 2,5
dNTP Mix (Thermo Scientific) 10 mM 0,5
MgCI2 (Thermo Scientific) 25 mM 15
Primer forward (Eurofins MWG) 10 pM 0,5
Primer reverse (Eurofins MWG) 10 pM 0,5
MilliQ-Wasser - 19,875
;fggrr::i?ics)tart Taq Polymerase (Thermo 5 U/l 0.15
Template-DNA - 1,0
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Tabelle 10: Reaktionsbedingungen der 16S rRNA und rpoD-PCR

16S rRNA rpoD
Zyklusschritt
yeu I Temloaeratur Zeit [S] Zyklen Temr;')eratur Zeit [s] Zyklen
_ [Cl [C]
mate 95 30 1 95 30 1
enaturierung
Denaturierung 95 30 95 30
Annealing 52 30 48 30
Elongation 68 50 30 68 60 30
Finale
Elongation 68 300 68 300
Kihlung 16 00 1 16 00 1

Agarosegelelektrophorese

Zur Uberpriifung des Ergebnisses der PCR wurde eine Agarosegelelektrophorese mit den
PCR-Produkten durchgefihrt. Hierfur wurden 30 ml eines 1 %igen Agarosegels (Carl Roth
GmbH & Co KG), gelost in 0,5x TBE, mit 1,5 pl 10x SafeRed™ (Applied Biological Materials
Inc., Richmond, Kanada) gemischt. Nach Aushartung des Gels wurden 5 ul Probe mit 1 pl
DNA Gel Loading Dye (Thermo Scientific) versetzt und 30 min bei 110 V in 0,5x TBE-Puffer
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Banden wurden anschlieBend mithilfe von UV-Licht
visualisiert (UVsolo Imaging System, Biometra GmbH) und die Amplikonlangen mit dem

Langenstandard GeneRuler™ DNA Ladder (Thermo Scientific) Gberpruft.

Aufreinigung der PCR Produkte

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mithilfe des GenElute™ PCR Clean-Up Kits
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) analog Herstellerangaben, wobei alle Zentrifugationsschritte
bei 13.000 g und RT durchgefihrt wurden.

Sanger-Sequenzierung und Identifizierung

Die Sanger-Sequenzierungen der 16S rRNA und rpoD Amplikons erfolgte durch GATC
Biotech AG (Kd&In, Deutschland). Hierfir wurden 20 ul des aufgereinigten PCR-Produktes
sowie 10 pl Primer (10 uM, 16S: 16S_907 rev, rpoD: PSEG30 for, siehe Tabelle 8) verschickt.
Die Identifizierung der Isolate wurde im Fall der 16S rRNA mittels EzTaxon (O. S. Kim et al.,
2012) und bei rpoD mittels BLAST-Algorithmus (Altschul et al., 1990) gegen die GenBank
Datenbank (Benson et al., 2013) durchgefuhrt. Hierbei liegen die Grenzwerte fir
Speziesubereinstimmung fir die 16S rRNA bei 98,65 % (O. S. Kim et al., 2012) und im Fall
der rpoD-Sequenz bei 98 % (Girard et al., 2020).
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3.3 Phylogenetische Analysen
3.3.1 Einzelgenanalysen

Basierend auf den Sequenzvergleichen mittels 16S rRNA und rpoD wurden jeweils die
Typstamme der am nachsten verwandten Spezies fur weiterfihrende phylogenetische
Analysen ausgewahlt. Pseudomonas aeruginosa wurde als AuRengruppe genutzt, auf die der
Baum gewurzelt wurde. Die Sequenzen wurden aus der Offentlich zugangigen GenBank-
Datenbank bezogen (Benson et al.,, 2013). Im Falle der 16S rRNA wurden fir die zu
charakterisierenden Spezies jene Sequenzen verwendet, die aus den Draft-Genomen
extrahiert wurden (s. 3.3.2, Prozessierung der Genomsequenzen), wohingegen die rpoD
Sequenzen der Sanger-Sequenzierung genutzt wurden. Von allen Spezies wurde fir beide
Gensequenzen jeweils ein Alignment mit den ausgewdahlten Typstammen mit dem
CLUSTAL_W alignment tool der MEGA 10.0.4 Software durchgefiihrt (Edgar, 2004). Dies
wurde fur die Berechnung der Maximum-Likelihood phylogetischen Baume verwendet.
Ebenfalls mit MEGA 10.0.4 berechnet, basieren diese Baume auf dem Tamura-Nei Modell und
dienen zur visuellen Darstellung der Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen verschiedenen

Taxa.

Die Einzelgensequenzen der rpoD-Gene wurden in der offentlich-zuganglichen GenBank
Datenbank mit den Zugangsnummern hinterlegt, die in Tabelle 11 gelistet sind. Die 16S-
Gensequenzen wurden im Rahmen der Genom-Assemblierungen verdffentlicht (s. 3.3.2,

Prozessierung der Genomsequenzen).

Tabelle 11: GenBank-Zugangsnummern der vertffentlichten rpoD-Sequenzen

Spezies DSM-Nummer Zugangsnummer GenBank
P. saxonica 108989 MNO068213
P. saxonica 108990 MNO068214
P. haemolytica 108987 MN244567
P. haemolytica 108988 MN244568
P. cremoris 111143 MT274666
P. cremoris 111129 MT274667
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3.3.2 Phylogenomische Analysen

Isolation und Sequenzierung genomischer DNA

DNA-Isolation

Zur Vorbereitung der Isolation genomischer DNA wurden die Stamme der drei zu
charakterisierenden Spezies auf TSA bei 30 °C fur 24 h inkubiert. Die DNA-Isolation erfolgte
mit dem Qiagen QIAmp DNA mini Kit nach den Herstellerangaben fur Gram-negative

Bakterien von plattierten Kulturen.
Erstellung der Sequenzierbibliothek und Sequenzierung

Die Erstellung der Sequenzierbibliothek wurde mit dem TruSeq DNA PCR-Free Sample
Preparation Kit mit dem optimierten Protokoll nach (Huptas et al., 2016) durchgeflhrt. Ziel
dieses Protokolls war die Isolation von ca, 900 bp langen DNA-Fragmenten fir die DNA-
Sequenzierung. Die isolierten DNA-Proben wurden zunachst mithilfe des Qubit™ fluorometer
2.0 und dem dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher, Waltham, USA) auf eine Konzentration von
ca. 75 ng/ul eingestellt. Die DNA (52,5 pl) wurde daraufhin mit einem Covaris S220 AFA
(Adaptive Focused Acoustics™) Ultrasonicator (Covaris, Woburn, Massachusetts, USA)

fragmentiert. Die verwendeten Einstellungen hierfir sind in Tabelle 12 gelistet.

Tabelle 12: Verwendete Einstellungen des Covaris S220 AFA Ultrasonicators zur DNA-
Fragmentierung genomischer DNA

Bezeichnung Verwendete Einstellung
1. System Covaris S220
2. Peak Incident Power (PIP) 175 Watt
3. Duty Factor 10 %
4. Cycles/Burst 200
5. Duration 25 sec
6. Temperature 6 °C

Die weiteren Bearbeitungsschritte wurden bei RT durchgefihrt. Fir die erste GréRenselektion
wurden 50 pl der fragmentierten DNA mit 50 pl Resuspension Buffer (RB) und 50 pl Agencourt
AMPure XP magnetic beads (Beckman Coulter, Inc., Brea, USA) (AMP1x) gemischt. Durch
dieses Verhaltnis werden Fragmente > 1100 bp aus der Losung entfernt. Nach Inkubation der
Proben fiir 5 min wurden diese in einen Magnetstander tberfiihrt und der geklarte Uberstand
nach 2-3 min abgenommen und in ein neues RG Uberfuhrt. Nach Zugabe von 88,2 ul RB und
49 pl 2-fach konzentrierten AMPure XP magnetic beads (AMP2x) wurden die Proben wie oben

beschrieben inkubiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde dieser jedoch verworfen und
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mit den Pellets weitergearbeitet. Dieser Schritt dient der Entfernung zu kleiner DNA-
Fragmente. Die Pellets wurden zwei Mal mit je 200 pl 80% (v/v) Ethanol (EtOH) gewaschen
und danach 5 min bei getffnetem Deckel getrocknet. Die RG wurden daraufhin aus dem
Magnetstander genommen und die Pellets in 52 pl RB resuspendiert und 2 min inkubiert. Nach
Transfer in den Magnetstander und Inkubation fiir 2-3 min wurden 50 pl des Uberstandes in

ein neues RG uberfihrt.

Der nachste Schritt diente der Reparatur der Fragment-Enden der DNA, bei der sticky ends
zu blunt ends modifiziert werden. Hierfir wurden zu den 50 pl Uberstand aus der ersten
GroRenselektion 5 pyl TruSeq End Repair Control sowie 20 uyl TruSeq End Repair Mix 2
gemischt und fur 35 min bei 30 °C und 600 rpm inkubiert.

Fir die zweite Grolienselektion wurden 70 pl der DNA-L6sungen nach der End-Repair mit
30 I RB und 50 pul AMP1x gemischt und flr 5 min inkubiert. Nach Inkubation der RG im
Magnetstander fir 2-3 min wurden 147 pl des Uberstandes in ein neues RG transferiert und
erneut mit 88,2 yl RB und 49 pl AMP2x gemischt. Nach analoger Inkubation wurde der
Uberstand verworfen und die Pellets wie bei der ersten GroRRenselektion mit EtOH gewaschen
und getrocknet. Die Pellets wurden daraufhin in 19 pl RB resuspendiert, fir 2 min inkubiert
und erneut 2 min in den Magnetstander gestellt. 18 pl des klaren Uberstandes wurden in ein
neues RG transferiert.

Fur den ersten Teil der Validierung der DNA-Bibliothek wurde die DNA-Konzentration der
Proben mit dem Qubit™ fluorometer 2.0 und dem dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher,
Waltham, USA) bestimmt. Zudem wurde 1 pl der DNA auf eine Konzentration von 0,3 ng/ul
mit MilliQ-Wasser verdinnt. Hiervon wurde im Triplikat die Verteilung der Fragmentgrof3en mit
dem 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA) und
dem High Sensitivity DNA Chip analog der Herstellerangaben ermittelt. Nach Berechnung der
durchschnittlichen Fragmentgré3e (= Bioanalyzer-inferred average insert size, BiFS) wurde
die tatsachliche FragmentgroRe (actual fragment size, AFS) anhand der Formel AFS = 0,564 =
BiFS + 258 berechnet.

Im nachfolgenden Schritt wurden die DNA-Fragmente am 3‘-Ende adenyliert und mit dem
Sequenzierungsadapter ligiert. Hierfir wurden zu 15 pl Ldsung nach der zweiten
GroRRenselektion 1,25 pl A-tailing Control sowie 6,25 pl A-tailing Mix gemischt und fur 35 min
bei 37 °C inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation bei 70 °C fur 5 min wurden die Proben fur
5 min auf Eis gestellt und mit je 1,25 pl Ligation Control, Ligation Mix 2 sowie eines
entsprechenden DNA-Adapters gemischt. Die Proben wurden fir 12 min bei 30 °C inkubiert

und im Anschluss mit 2,5 pl Stop Ligation Buffer gemischt, um die Reaktion zu beenden.
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Fur die finale Aufreinigung der DNA-Fragmente nach der Adapterligation wurden 25 pl der
Losung mit 25 pul AMP1x gemischt und 5 min inkubiert. Nach weiterer Inkubation im
Magnetstander fir 2-3 min wurde der Uberstand verworfen und die Pellets wie oben
beschrieben zwei Mal mit EtOH gewaschen und getrocknet. Diese wurden daraufhin in 27 pl
RB resuspendiert und 2 min inkubiert. Nach Abtrennung der Beads im Magnetstander fur 2 min
wurden 25 pl des Uberstandes in ein neues RG transferiert, mit 25 ul AMP1x gemischt und fur
5 min inkubiert. Nach Inkubation fir 2-3 min auf dem Magnetstander wurde der Uberstand
verworfen und die Pellets erneut zwei Mal mit EtOH gewaschen und getrocknet. Daraufhin
wurden sie in 15 pl RB resuspendiert, 2 min inkubiert und weitere 2 min auf dem

Magnetstander separiert. 13 pl des Uberstandes wurden schlieRlich in ein neues RG uberfiihrt.

Im zweiten Teil der Validierung der DNA-Bibliothek wurde die DNA-Konzentration der Proben
in Triplikaten mit dem Qubit™ fluorometer 2.0 und dem dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher,
Waltham, USA) gemessen und der Durchschnitt berechnet (conc). Die Konzentration in nM

wurde mit der berechneten DNA-Fragmentlange (AFS) aus dem ersten Validierungsschritt mit

6

folgender Formel berechnet: nM = conc * 650.

e,
AFS+120
Zur Normalisierung wurde die Konzentration aller Proben mit RB auf 1 nM eingestellt. Die
Proben wurden anschlieBend mit jeweils 10 pl in ein neues RG gepoolt, wobei das
Endvolumen mindestens 60 pl betragen sollte. Im Anschluss wurden 60 pul der gepoolten DNA
mit 60 ul NaOH (0,1 N) gemischt, flir 5 min bei RT und daraufhin fir 5 min bei 95 °C inkubiert.
Hierbei wird die doppelstrangige DNA zu Einzelstrangen denaturiert, die spater an die
Flusszelle hybridisieren kdnnen. Nach einer Inkubation fiir 10 min auf Eis wurde 60 pl gekiihlte
HCI (0,1 N) hinzugefiigt und gemischt und die Proben weiterhin auf Eis gelagert. Nach Zugabe
von 420 pl gekiihltem RB ergab sich eine DNA-Konzentration von 100 pM. 350 pl des Pools
wurden daraufhin mit 650 ul RB gemischt, um die Konzentration auf 35 pM zu verdinnen.
600 pl der Lésung wurden schlief3lich in die vorbereitete lllumina Sequenzierungskartusche
pipettiert und die Sequenzierung auf der illumina® Plattform MiSeq™ (illumina Inc., San Diego,
Kalifornien, USA) mit dem MiSeq Reagent Kits v3 (600-cycle) und einer read length von 2 x
300 Nukleotiden (paired end) durchgefihrt.

Prozessierung der Genomseguenzen

Die Genomsequenzen wurden von Christopher Huptas, Lehrstuhl fir Mikrobielle Okologie,
TUM, prozessiert. Die als FASTQ files vorliegenden Genomsequenzen wurden zunachst einer
Qualitatskontrolle  und einem Filterungsschritt unter Verwendung von FastQC
(https:/fomictools.com/fastgc-tool) sowie dem NGS QC Toolkit (Patel & Jain, 2012)
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unterzogen. Daraufhin wurden die Sequenzen mithilfe von SPAdes assembliert (Bankevich et
al., 2012). Die sogenannten ,Draft-Genome* lagen nicht als geschlossene Sequenzen vor,
sondern bestanden aus mehreren Contigs. Die Sequenzen wurden hinsichtlich ihres GC-
Gehaltes, der Anzahl an Contigs, N50-Wert und der Sequenziertiefe analysiert. Mithilfe von
CheckM (Parks et al., 2015) wurde die Vollstandigkeit sowie der Anteil an Kontaminationen
mit anderen Sequenzen ermittelt. Zudem wurde die Authentizitat der Genome tberprift, indem
die 16S rRNA und rpoD Sequenzen der Sanger-Sequenzierung des entsprechenden Isolats
mit jenen des Draft-Genoms verglichen wurden. Die Annotation der Draft-Genome erfolgte mit
Prokka (Seemann, 2014). Aus diesen Ergebnissen wurden die Anzahl kodierender
Sequenzen, rRNA sowie tRNA Gene ermittelt. Aus den Draft-Genomen wurden zudem die
vollstdndigen Sequenzen von 16S rRNA, gyrB, rpoD und rpoB fir phylogenetische Analysen
extrahiert. Alle neuen Genom-Assemblierungen wurden mit entsprechenden
Zugangsnummern bei der frei-zugéanglichen GenBank-Datenbank hinterlegt (s. Tabelle 13).
Neben allen Isolaten der drei neuen Spezies wurden die Assemblierungen von elf weiteren
Typstammen hinterlegt, deren Genomsequenzen schon in Vorarbeiten an unserem Institut

sequenziert wurden.

Tabelle 13: Genbank-Zugangsnummern der veroffentlichten Genom-Assemblierungen

Spezies DSM-Nummer Zugangsnummer GenBank
P. saxonica 108989 VFIO00000000

P. saxonica 108990 VFIPO0000000

P. haemolytica 108987 VOIW00000000

P. haemolytica 108988 VOIX00000000

P. cremoris 111143 JAAXCY00000000
P. cremoris 111129 JAAXCZ00000000
P. brenneri 15294 VFILO0000000

P. chlororaphis ssp. chlororaphis 50083 VFINOOOOO000

P. extremaustralis 17835 VFET00000000

P. fluorescens 50090 VFEP00000000

P. gessardii 17152 VFEWO00000000
P. grimontii 17515 VFES00000000

P. mandelii 17967 VFIM00000000

P. marginalis 13124 VFEQO0000000
P. panacis 18529 VFERO0000000

P. proteolytica 15321 VFEV00000000

P. rhodesiae 14020 VFEU00000000

P. = Pseudomonas

Multilocus Sequence Analyses (MLSA)

Aufgrund der nahen Verwandschaftsgrade zwischen Pseudomonas-Spezies wurde neben den
Einzelgensequenzen noch Multilocus Sequence Analyses (MLSA) nach (Mulet et al., 2010)

durchgefuhrt. Diese beruhen auf den partiellen konkatenierten Sequenzen von 16S rRNA,
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gyrB, rpoD und rpoB, und dienen der intensiveren Analyse der Verwandtschaftsverhaltnisse
der neuen Pseudomonas-Spezies. Die Sequenzen wurden aus den entsprechenden Draft-
Genomen extrahiert und mit jenen der am nachsten verwandten Spezies aligniert
(durchgefiihrt von Christopher Huptas, Lehrstuhl fur Mikrobielle Okologie, TUM). Analog zu
den in 3.3.1 beschriebenen Einzelgenanalysen wurden fur P. saxonica und P. haemolytica
phylogenetische Baume mit P. aeruginosa als Aul3engruppe berechnet. Als Referenzspezies
wurden jene Typstdmme gewahlt, die in den Einzelgenanalysen die engste Verwandtschaft zu

den neuen Spezies aufwiesen.

Kerngenom-Analysen

Fur P. cremoris wurde fr intensivere phylogenetische Charakterisierungen anstatt MLSA eine
Kerngenom-Analyse von Christopher Huptas, Lehrstuhl fir Mikrobielle Okologie, TUM
durchgefuhrt. Hierfir wurden ebenfalls Referenzspezies ausgewaéhlt, die in den
Einzelgenanalysen die engste Verwandtschaft zeigten. Als AufRengruppe diente
Pseudomonas pertucinogena DSM 18268" (NZ_BMNNO1). Die Stamme wiesen zusammen
mit P. cremoris 2280 gemeinsame Gene auf, die als sog. Kerngenom extrahiert und mithilfe
von Prokka (Seemann, 2014) annotiert wurden. Das Alignment der multiplen Sequenzen
erfolgte mit PIRATE (Bayliss et al., 2019) und die Berechnung der Maximum-Likelihood
Phylogenie mit IQ-TREEZ2 (Minh et al., 2020) in Kombination mit UFBoot2 (Hoang et al., 2018).
Der entsprechende Baum wurde mit iTOL visualisiert (Letunic & Bork, 2019).

Analyse der Average Nucleotide Identity (ANI)

Eine weitere Mdoglichkeit zur Speziesabgrenzung ist der paarweise Vergleich der
durchschnittlichen Nukleotid-Ubereinstimmung der Genomsequenzen zweier Spezies (=
Average Nucleotide Identity = ANI). Hierzu wurde der ANIm, der auf dem MUMmer
Algorithmus beruht, nach Richter & Rosell6-Méra (2009) zwischen den am nachsten
verwandten Spezies auf Basis der MLSA bzw. Kerngenom-Analysen und den neuen Spezies
berechnet (durchgefiihrt von Christopher Huptas, Lehrstuhl fur Mikrobielle Okologie, TUM).
Hierbei galt ein ANIm-Wert von 95-96 % als Grenzwert fiir die Speziesdefinition (Richter &
Rosell6-Mora, 2009).

3.4 Morphologische Charakterisierung

Die Versuche 3.4.3 - 3.4.4 zur morphologischen Charakterisierung wurden unabhangig in zwei
biologischen Replikaten durchgefuhrt. Die Kultur des zweiten Replikats wurde neu aus dem

Arbeitsstock ausgestrichen und vor den Versuchen zwei Mal passagiert. Parallel zu den

39



Material und Methoden

Isolaten der neuen Spezies wurden die zugehoérigen Referenzspezies analysiert. Alle Kulturen
waren zum Zeitpunkt der Analysen 48 h bei 30 °C auf TSB inkubiert.

3.4.1 Koloniemorphologie

Die makroskopische Charakterisierung der Koloniemorphologie der neuen Spezies erfolgte
visuell nach Inkubation bei 30 °C fiir 24 h auf TSA. Es wurde die Grof3e der Kolonien, Farbe,

Form, Viskositat und Oberflachenbeschaffenheit beschrieben.

3.4.2 Zellmorphologie

Die mikroskopische Analyse der Zellmorphologie wurde ebenfalls nur fir die Isolate der neuen
Spezies durchgefiihrt. Hierfir wurde eine Kolonie einer 24 h alten Kultur auf TSA in 100 pl
Ringer-Losung (1/4 stark) eingertihrt. Diese Bakteriensuspension wurde im
Fluoreszenzmikroskop (BX51RTF, Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland) mit 100-facher
Vergrof3erung visualisiert und bei Bedarf mit weiterer Ringer-Losung (1/4 stark) verdinnt. Die
durchschnittliche Lange und Breite der Zellen wurde an 100 Zellen der Typstamme der drei
neuen Spezies vermessen. Die Motilitdét wurde ebenfalls visuell unter dem Mikroskop

festgestellt. Des Weiteren wurde die Zellform beschrieben sowie auf Einschlisse tberprift.

3.4.3 Motilitat in semisolidem Medium

Als weitere makroskopische Mdglichkeit zur Beurteilung der Motilitat einer Spezies wurde
semisolides Motilitatsmedium mit einer Kolonie des zu untersuchenden Bakterienstammes
mithilfe einer Impfése als Stichkanal beimpft und 7 Tage bei 30 °C inkubiert. Nach drei und
sieben Tagen wurde visuell die Tribung des Agars bewertet. Als motil galten Stamme, die
spatestens nach sieben Tagen in beiden Replikaten einen deutlichen triben Hof um den

Stichkanal aufwiesen. Als Positivkontrolle wurde Bacillus cereus DSM 317 verwendet.

3.4.4 KOH-Test

Der KOH-Test diente als alternative Methode zur Gram-Farbung fur die Ermittlung des Gram-
Verhaltens (Ryu, 1940). Hierbei wurde mithilfe einer Impfose eine Kolonie des zu
untersuchenden Bakterienstammes in 3%ige Kaliumhydroxid (KOH) Lésung eingerihrt. Bei
Gram-negativen Bakterien fuhrte das KOH zu einer Zelllyse und die DNA wurde als fadiges
Molekil sichtbar. Die Zellwand Gram-positiver Bakterien wurde aufgrund ihres stabileren

Aufbaus nicht lysiert und es waren keine Faden sichtbar.
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3.5 Physiologische Charakterisierung

Alle Versuche zur physiologischen Charakterisierung wurden unabhangig in zwei biologischen
Replikaten durchgefiihrt. Die Kultur des zweiten Replikats wurde neu aus dem Arbeitsstock
ausgestrichen und vor den Versuchen zwei Mal passagiert. Parallel zu den Isolaten der neuen
Spezies wurden die zugehdrigen Referenzspezies analysiert, wenn nicht anders beschrieben.
Alle Kulturen waren zum Zeitpunkt der Analysen 48 h bei 30 °C auf TSB inkubiert.

3.5.1 Wachstumsbedingungen

Wachstumsgrenzen

Zur ldentifikation der tolerierten oberen und unteren Grenzwerte fir pH, Salzkonzentration
(NaCl) sowie Temperatur wurden von allen Spezies Ubernachtkulturen analog 3.2.2
hergestellt und 1:1000 in 5 ml TSB im Falle der Temperaturgrenzen verdiinnt. Die so
inokulierten Medien wurden fir 14 Tage bei 4 °C, 6 °C, 34 °C, 36 °C, 37 °C, 39 °C und 42 °C
inkubiert und nach 3, 7 und 14 Tagen auf sichtbare Triibung untersucht. Als obere bzw. untere
Temperaturgrenze fur das Wachstum wurde jene Temperatur definiert, bei der noch eine
sichtbare Trlibung vorhanden war. Fir die Identifikation der NaCl- bzw. pH-Grenzen fand die
Verdiinnung der Ubernachtkultur in dem entsprechenden NaCl- bzw. pH-Medium statt. Fur die
NaCl-Grenzen wurde TSB mit 0 % und 4-8 % NaCl (in 1%-Schritten) verwendet und fir die pH
Grenzen TSB mit pH 4,5, 5,0 und 5,5 fir die untere sowie pH 7,5, 8,0 und 8,5 fiir die obere
Wachstumsgrenze. Die Medien wurden anschlieRend bei der ermittelten Optimaltemperatur

der zu charakterisierenden Spezies inkubiert und analog ausgewertet.

Wachstumsoptima

Die ldentifikation der optimalen Wachstumstemperatur, NaCl-Konzentration sowie des pHs
wurden nur fir die neu zu charakterisierenden Spezies mithilfe des Bioscreen C (Oy Growth
Curves AB Ltd., Helsinki, Finnland) bestimmt. Dies ist ein photometrisches Mikrotiterplatten-
Lesegerat, das per Absorptionsmessung Wachstumskurven generiert. Hierfir wurden die zu
untersuchenden lIsolate analog einer Ubernachtkultur fiir 18 h inkubiert und im Falle des
Temperaturoptimums 1:1000 in TSB verdunnt. Je 200 pl dieser Verdiinnung wurden in funf
technischen Replikaten in die Vertiefungen der Mikrotiterplatten pipettiert und 48 h bei der zu
analysierenden Temperatur (23 °C, 25 °C, 27 °C, 29 °C, 30 °C, 31 °C und 33 °C) und
kontinuierlichem Schutteln inkubiert, wobei die optische Dichte (OD) bei 600 nm alle 20 min
gemessen wurde. Als optimale Temperatur galt jene, bei der eine OD von 0,2 am schnellsten
erreicht wurde. Messungen zum pH und NaCl-Optimum wurden analog durchgeftihrt. Jedoch
wurden hierbei je 200 pl der entsprechenden pH (5,5 — 8,0 in 0,5-Schritten) bzw. NaCl-Medien
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(0, 0,5, 1, 2 und 3 % NacCl) in funf technischen Replikaten in den Mikrotiterplatten vorgelegt
und darin 1:1000 mit der Ubernachtkultur beimpft. Die Messungen fanden bei der ermittelten

Optimaltemperatur der entsprechenden Spezies statt.

3.5.2 Anaerobes Wachstum und Analyse von Enzymen des aeroben Stoffwechsels

Anaerobes Wachstum

Die Fahigkeit zum Wachstum unter anaeroben Bedingungen wurde mithilfe von Anaerocult®
A (Merck KGaA) analog der Herstellerangaben untersucht. Die Stamme wurden hierfur auf
TSA Uberimpft, bei 30 °C in einem Anaerobentopf inkubiert und nach sieben Tagen auf

Wachstum uberprift.
Oxidase-Test

Der Oxidase-Test dient dem Nachweis der Cytochrom-Oxidase C, welche als Elektronentrager
in der aeroben Atmung fungiert (Steel, 1961) und zur Klassifikation von Bakterien genutzt wird.
Hierfir wurde ein wenig Zellmaterial auf Bactident®-Streifen (Merck KGaA) verteilt. Bei
Vorhandensein der Cytochrom-Oxidase wurde das N,N-Dimethyl-p-
phenylendiammoniumdichlorid des Teststreifens in Indophenolblau oxidiert, was als blaue

Farbung sichtbar war.

Katalase-Test

Ahnlich dem Oxidase-Test wird der Katalase-Test ebenfalls zur Klassifikation genutzt. Hierbei
wurde auf eine kleine Menge Zellmaterial 3%iges Wasserstoffperoxid (H20,) getropft. Bei
Vorhandensein des Enzyms Katalase wurde das H.O, zu Wasser und Sauerstoff umgesetzt,

was anhand einer Blaschenbildung sichtbar war.

3.5.3 Wachstum auf Spezialmedien

Die Stamme wurden auf die Fahigkeit untersucht, auf den Spezialmedien R2A und Cetrimid-
Agar zu wachsen. Beim R2A wird das Wachstum bei niedrigem Nahrstoffgehalt gepruft,
wohingegen die Selektivitat des Cetrimid-Agars auf die hemmende Wirkung von
Cetyltrimethylammoniumbromid beruht. Hierflr wurden sie auf den entsprechenden Medien
ausgestrichen und bei Optimaltemperatur fir sieben Tage inkubiert. Nach drei und sieben

Tagen wurde das Wachstum tberpruft.
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3.5.4 Pigmentproduktion

Pyocyanin

Der Nachweis der Pyocyaninproduktion, sichtbar als blaue Farbung, erfolgte nach Inkubation
der Stamme auf King A Agar fur sieben Tage bei Optimaltemperatur. Als Positivkontrolle wurde

P. aeruginosa (R12) verwendet und als Negativkontrolle Escherichia coli DSM 30083".
Fluorescein

Die Produktion des fluoreszierenden Pigments Fluorescein wurde nach Inkubation auf King B
Agar fir sieben Tage bei Optimaltemperatur unter UV-Licht kontrolliert (UVsolo Imaging
System, Biometra GmbH). Die Kontrollstamme wurden analog der Pyocyanin-Analyse
verwendet.

3.6 Biochemische Charakterisierung

Alle Versuche zur biochemischen Charakterisierung wurden unabhéangig in zwei biologischen
Replikaten durchgefiihrt. Die Kultur des zweiten Replikats wurde neu aus dem Arbeitsstock
ausgestrichen und vor den Versuchen zwei Mal passagiert. Parallel zu den Isolaten der neuen
Spezies wurden die zugehdrigen Referenzspezies analysiert. Alle Kulturen waren zum

Zeitpunkt der Analysen 48 h bei 30 °C auf TSB inkubiert, wenn nicht anders beschrieben.

3.6.1 Hydrolyseassays

Caseinhydrolyse

Zur Analyse der Hydrolyse von Casein wurden die Stamme auf Caseinagar ausgestrichen und
bei Optimaltemperatur fir sieben Tage sowie bei 4 °C fur 10 Tage inkubiert. Bei erfolgter
Caseinhydrolyse war ein Lysehof um die Kolonien sichtbar. Als Positivkontrolle wurde Bacillus

megaterium DSM 32T verwendet und als Negativkontrolle Paenibacillus macerans G8620.

Lipolyse

Die Fahigkeit zur Lipolyse wurde analog zur Caseinhydrolyse auf Tributyrinagar ebenfalls bei
Optimaltemperatur sowie bei 4 °C durchgefuhrt. Als Positivkontrolle diente Staphylococcus
aureus DSM 202317, als Negativkontrolle P. aeruginosa (R12).

Starkehydrolyse

Die Hydrolyse von Starke wurde nach Inkubation der Stamme auf Starke-Agar bei

Optimaltemperatur fir sieben Tage analysiert. Hierfir wurden die Agarplatten mit je 1 ml
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Lugolscher Lésung tberschichtet. Bei Vorhandensein von intakter Starke féarbte sich der Agar
nach kurzer Zeit dunkelblau bis schwarz, wohingegen nach erfolgter Starkehydrolyse helle
Lysehdfe um die Kolonien sichtbar waren. Bacillus subtilis DSM 10" wurde als Positivkontrolle
verwendet und E. coli DSM 30083" als Negativkontrolle.

Hamolyse

Zur Differenzierung zwischen a-, - und y-Hamolyse wurde Columbia-Blutagar mit 5 %
Schafsblut (Oxoid GmbH) verwendet, auf dem die Stamme fir sieben Tage bei
Optimaltemperatur inkubiert wurden. Bei positiver a-Hamolyse trat eine Grunfarbung des
Agars durch eine Veranderung der Erythrozyten auf. Als Positivkontrolle diente hierfir E. coli
DSM 30083". Bei positiver B-Hamolyse war ein klarer Lysehof um die Kolonien durch Lyse der
Erythrozyten sichtbar (Positivkontrolle: S. aureus DSM 202317). Die y-Hamolyse beschreibt
keine Veranderungen des Agars, es ist lediglich Wachstum feststellbar (Positivkontrolle:
Staphylococcus epidermidis DSM 200447).

3.6.2 Nitratreduktion

Die Fahigkeit, Nitrat zu Nitrit zu reduzieren und dies weiter zu denitrifizieren wurde mithilfe des
Nitratagars festgestellt. Hierzu wurde eine Ubernachtkultur in 5 ml dieses halbfesten Agars
hergestellt und 24 h ohne Schitteln bei Optimaltemperatur inkubiert. Daraufhin wurde 1 ml der
Ubernachtkultur in ein neues RG (berfiihrt und analog APl 20 NE (bioMérieux GmbH) mit
jeweils einem Tropfen der Reagenzien Nitl und Nit 2 versetzt. Eine Rotfarbung des Mediums
wurde als positive Nitratreduktion gewertet. Bei den Proben mit negativer Nitratreduktion
wurde die Denitrifikation mithilfe von Zinkpulver getestet. Bei positiver Denitrifikation blieben
die Proben farblos, bei negativer entstand eine Rosafarbung. Als Positivkontrolle fur die
Nitratreduktion wurde Proteus mirabilis DSM 4479" verwendet, fur die Denitrifikation

P. aeruginosa (R12) und als Negativkontrolle Bacillus sphaericus DSM 28T,

3.6.3 Testsystem API 20 E

Das Testsystem APl 20 E (bioMérieux GmbH) wurde zur parallelen Analyse der
Enzymaktivitdten von B-Galactosidase, Urease, Gelatinase, Arginin-Dihydrolase, Lysin-
Decarboxylase, Ornithin-Decarboxylase und Tryptophan-Desaminase verwendet. Weiterhin
wurden die Ergebnisse der Voges-Proskauer Reaktion, der Bildung von H,S und Indol sowie
der Citratmetabolisierung verwendet. Vorbereitend dazu wurden die Stamme 24 h auf TSA bei
30 °C inkubiert. Je Stamm wurde eine Kolonie in 5 ml Ringer-Lésung (1/4 stark) eingerthrt
und die Bakteriensuspension analog Anleitung in die Becher bzw. Ro6hrchen gefillt. Die

erforderlichen Reaktionen wurden nach Herstellerangaben mit Paraffin Uberschichtet. Die
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Teststreifen wurden schlieflich in der mit 5 ml MilliQ-Wasser befeuchteten Inkubationswanne
bei Optimaltemperatur fur 48 h inkubiert, wobei die Reaktionen nach 24 und 48 h ausgewertet
wurden. Die Auswertung der Reaktionen, bei denen eine Reagenzzugabe erforderlich war,
erfolgte nach 48 h.

3.6.4 Saurebildung aus Kohlenhydraten

Mit den in Tabelle 1 gelisteten Lésungen der Kohlenstoffquellen wurde in Anlehnung an das
API 50 Kit (bioMérieux GmbH) analysiert, aus welchen Zuckern als alleinige Kohlenstoffquelle
Saure gebildet werden kann. Jeder Stamm wurde am Vortag auf TSA ausgestrichen und bei
30 °C fiur 24 h inkubiert. Pro Stamm wurde eine dichte Bakteriensuspension in 1,5 ml Ringer-
Lésung (1/4 stark) hergestellt. Diese Suspension wurde tropfenweise in 2,5 ml Ringer-Lésung
(1/4 stark) in einem Reagenzréhrchen gegeben, bis die Triibbung dem McFarland Standard 2
entsprach. Die doppelte Tropfenanzahl der Bakteriensuspension wurde nachfolgend in 5 ml
CHB/E-Medium (bioMérieux GmbH) gegeben und gut gemischt. Von jeder Zuckerlésung
wurden 100 pl pro Stamm in eine 96-Well Mikrotiterplatte (WCLEAR®, Greiner Bio-One GmbH)
vorgelegt. Zu jedem Well wurden 100 pl der entsprechenden Bakteriensuspension gemischt
und die Platten mit luftdurchlassiger Breathe-Easy® Folie (Diversified Biotech) verschlossen.
Die Mikrotiterplatten wurden anschliel3end fir sieben Tage bei RT und 450 rpm inkubiert. Nach
1, 2, 5, 6 und 7 Tagen erfolgte jeweils zur Uhrzeit des Inkubationsstarts die Auswertung. Ein
Farbumschlag des pH-Indikators des CHB/E Mediums von Lila zu Gelb trat im Falle einer

Saurebildung aus dem jeweiligen Zucker ein.

3.7 Chemotaxonomische Analysen

Alle chemotaxonomischen Analysen wurden vom Identifizierungsservice der DSMZ
(Braunschweig, Deutschland) durchgefihrt. Fir die Analysen der Respiratorischen Chinone
sowie der polaren Lipide wurden 200 mg gefriergetrocknete Zellen der Typstdmme der zu
charakterisierenden drei neuen Spezies benotigt. Hierfir wurde pro Stamm eine
Ubernachtkultur analog 3.2.2 hergestellt und 24 h lang inkubiert. Von dieser wurden 4 ml
genutzt, um 4 | TSB als Hauptkultur zu beimpfen. Diese wurde 24 h bei Optimaltemperatur und
150 rpm geschittelt. Am Folgetag wurden die Zellen schrittweise in 200 ml
Zentrifugationsbecher bei 10.000 rpm und 10 °C fur 15 min geerntet und der Uberstand
verworfen. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurden die Pellets zum Waschen in Ringer-
Lésung (1/4 stark) resuspendiert und dabei in zwei Zentrifugationsbecher vereint. Nach einem
finalen Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand verworfen und die Zellpellets bei -80 °C

eingefroren. Die eingefrorenen Zellpellets wurden schlief3lich lyophilisiert.
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3.7.1 Respiratorische Chinone

Zur Analyse der respiratorischen Chinone wurden diese zundchst in aus dem
gefriergetrockneten Zellmaterial mittels Hexan extrahiert und anschlief3end mittels einer Silica-
basierten Festphasenextraktion aufgereinigt (Tindall, 1990a, 1990b). Nach Auftrennung der
verschiedenen Chinonklassen mittels Dunnschichtchromatographie erfolgte die Identifikation
anhand einer HPLC-Analyse.

3.7.2 Polare Lipide

Die Extraktion der polaren Lipide erfolgt ebenfalls aus dem gefriergetrockneten Zellmaterial
anhand eines modifizierten Protokolls nach (Bligh & Dyer, 1959). Hierfir wurden die Zellen
Uber Nacht mit einer Chloroform : Methanol : 0,3 % wassriger NaCl-Lésung (v/viv) 1:2:0,8
behandelt. Die polaren Lipide wurden anschlieend aus der Chloroformphase gewonnen. Die
Identifizierung erfolgte nach Auftrennung in einer zweidimensionalen
Dunnschichtchromatographie mithilfe von Molybdatophosphorsaure und Reagenzien zur

Detektion spezifischer funktioneller Gruppen (Tindall et al., 2007).

3.7.3 Zellulare Fettsauren

Die Analysen der zellularen Fettsduren erfolgten parallel fiir die Typstdmme der drei zu
charakterisierenden Spezies und den entsprechenden Referenzspezies aus Aktivkulturen auf
TSA. Hierfir wurden die Fettsauren in Fettsauremethylester nach einem maodifizierten
Protokoll nach Miller (1982) und Kuykendall et al. (1988) umgewandelt und
gaschromatographisch aufgetrennt. Die Detektion erfolgte mithilfe des Microbial Identification
System (MIS) (MIDI, Microbial ID, Newark, DE 19711 U.S.A.) und die Auswertung mit der MIS
Standard Software (Kampfer & Kroppenstedt, 1996).

3.8 Hinterlegung in 6ffentlichen Stammsammlungen

Im Zuge der validen Charakterisierung neuer Taxa mussen diese in zwei internationalen
Stammsammlungen hinterlegt werden. Hierflr wurden fur alle drei neuen Spezies sowohl die
Typstamme als auch die zusatzlichen Stamme als Aktivkulturen auf TSA an die Deutsche
Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) sowie die Belgian
Coordinated Collection of Microorganismes/Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent
(BCCM/LMG) geschickt. Im Falle der DSMZ wurde nach eingehender Uberpriifung der
Stamme jeweils ein gefriergetrocknetes Aliquot zuriickgesendet, dessen ldentitat mithilfe eines
rpoD-Sequenzabgleiches analog 3.2.3 bestatigt wurde. Die Stammsammlungsnummern der
DSMZ und LMG sind in Tabelle 6 gelistet.
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1 Pravalenz von Pseudomonas und deren Einflussfaktoren in Rohmilch
von deutschen Erzeugerbetrieben

1.1 Quantifizierung von Pseudomonas in Rohmilch

Um die Pseudomonas-Prévalenz in deutscher Rohmilch analysieren zu kdnnen, musste eine
spezifische Quantifizierung dieser Gattung gewahrleistet werden. Klassischerweise wird
hierfur die Kultivierung auf dem selektiven CFC-Agar verwendet. Da dies relativ zeit- und
materialaufwandig ist, wurde nach einer molekularen Alternative auf Basis der isolierten DNA
aus Rohmilch gesucht, da diese zum Zweck der Analyse des Rohmilchmikrobioms fir die
Proben vorlag. Zum einen wurde ein Pseudomonas-spezifischer gPCR Assay angepasst und
validiert, zum anderen wurde die Pseudomonas-Keimzahl pro Probe aus den Mikrobiomdaten

mithilfe der per Durchflusszytometrie gemessenen Gesamtkeimzahlen berechnet.

1.1.1 Validierung des Pseudomonas-spezifischen gPCR Assays

Der in Vorarbeiten etablierte Pseudomonas-spezifische gPCR Assay nach Maier et al. (2021)
ermoglicht eine sensitive und spezifische Detektion der Gattung. Da fur die Mikrobiomanalysen
jedoch ein groReres Ausgangsvolumen an Rohmilch (30 ml) im Vergleich zum
Originalprotokoll des gPCR-Assays (7,2 ml) verwendet wurde, musste eine entsprechende
Standardkurve zur absoluten Quantifizierung hergestellt und validiert werden. Hierzu wurde
von einer mit Pseudomonas beimpften Rohmilch eine serielle Verdiinnungsreihe hergestellt
und parallel die Ct-Werte per gPCR sowie die kultivierten Keimzahlen auf CFC-Agar ermittelt.
Bei unbekannten Proben kann damit anhand des gemessenen Ct-Wertes die entsprechende
kultivierte Keimzahl berechnet werden. Abbildung 8 zeigt die Standardkurve (blau) zusammen
mit den ersten gemessenen 11 Rohmilchproben (orange). Anhand der Geradengleichung und
des Ct-Werts konnte die zugehdorige absolute Pseudomonas-Keimzahl der unbekannten Probe

berechnet werden.
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Abbildung 8: Standardkurve zur molekularen Quantifizierung der Pseudomonas-Keimzahlen in
Rohmilch

Die Standardkurve (blau) besteht aus sechs seriellen Verdiinnungsstufen von inokulierter Rohmilch mit
P. lundensis DSM 62527. Anhand der Geradengleichung und des Ct-Wertes konnte die logarithmische
Pseudomonas-Keimzahl der 11 unbekannten Proben (orange) berechnet werden.

Zur Validierung der Standardkurve wurden von den unbekannten Rohmilchproben parallel zur
Quantifizierung per qPCR die entsprechenden Pseudomonas-Keimzahlen auf CFC-Agar
ermittelt. Abbildung 9 zeigt den Vergleich der beiden Quantifizierungsmethoden anhand von
42 Rohmilchproben.
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Abbildung 9: Validierung der Pseudomonas-Quantifizierung per gPCR
Zur Validierung des gPCR-Assays wurden parallel zu den per qPCR ermittelten logarithmischen
Keimzahlen (orange) jene durch Plattierung auf CFC-Agar (blau) von 42 Rohmilchproben ermittelt.
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Insbesondere bei Werten (iber log 3 KbE*ml'zeigte sich eine hohe Ubereinstimmung der
beiden Quantifizierungsmethoden. Dies entsprach dem Bereich, Uber den sich die
Standardkurve erstreckt, da aufgrund der initialen Belastung der Rohmilch, die fur die
Standardkurve verwendet wurde, die hdchste Verdiinnung eine Pseudomonas-Belastung von
log 3,7 KbE*mI?* aufwies (vgl. Abbildung 8). Werte darunter wurden durch Extrapolation der
Standardkurve berechnet. Dennoch konnte der direkte Vergleich mit den entsprechenden per
Kultivierung ermittelten Keimzahlen auch fir diesen Bereich eine akzeptable Quantifizierung
zeigen. Als unteres Detektionslimit wurde die maximal durchgefiihrte Zykluszahl (Ct = 35)
festgelegt, was einer Pseudomonas-Keimzahl von log 1,7 KbE*ml? entsprach. Dies deckte
sich mit der empfohlenen unteren Detektionsgrenze des CFC-Agars von log 2 nach (VDLUFA,
2002). Bei Vernachlassigung von Werten unter log 2 KbE*mI?* konnte die gréRte Differenz bei
Probe 31 mit log 1,7 KbE*mI?! festgestellt werden. Da in dieser Arbeit keine exakte
Quantifikation der Pseudomonas-Keimzahlen angestrebt war, sondern insbesondere eine
Identifikation hochbelasteter Rohmilchproben bzw. Erzeugerbetriebe, wurde die
Quantifizierung per gPCR als eine zeit- und materialschonende Alternative zur klassischen

Kultivierung auf Selektivagar bewertet und fir die weiteren Analysen verwendet.

1.1.2 Vergleich dreier Quantifizierungsmethoden fur die Pseudomonas-Keimzahl in
Rohmilch

Neben der Kultivierung auf CFC-Agar sowie der Quantifizierung per qPCR wurden die
Pseudomonas-Keimzahlen aus den Mikrobiomdaten berechnet. Hierzu wurde der relative
Pseudomonas-Anteil pro Probe, der mithilfe des Taxonomic-Binning Skripts der Rhea-Pipeline
berechnet wurde, mit der entsprechenden per Durchflusszytometrie bestimmten
Gesamtkeimzahl der Probe multipliziert. Abbildung 10 zeigt eine Gegenuberstellung der
Pseudomonas-Keimzahlen von 42 Rohmilchproben, die mit den drei verschiedenen Methoden
guantifiziert wurden. Da die anhand der Mikrobiomdaten berechneten Keimzahlen nicht als
KbE*mIt wiedergegeben werden konnen, wird im Folgenden die Einheit Zellen*ml? fir alle

Quantifizierungsmethoden verwendet.
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Abbildung 10: Vergleich dreier Methoden zur Quantifizerung von Pseudomonas in Rohmilch
Die logarithmische Pseudomonas-Keimzahlen von 42 Rohmilchproben wurden zum Methodenvergleich
mittels gPCR (orange), Kultivierung auf Selektivagar (blau) und Berechnung aus den Mikrobiomdaten
der Hochdurchsatzsequenzierung (grun) ermittelt. Signifikante Unterschiede wurden mit dem Wilcoxon
Test mit Bonferroni Korrektur berechnet und sind mit Sternen markiert. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p <
0.001

Der Vergleich der drei Methoden zeigte, dass die Pseudomonas-Keimzahlen, die anhand der
Mikrobiomdaten berechnet wurden, signifikant niedriger als die per gPCR oder Selektivagar
ermittelten Werte waren. Dies spiegelt sich in dem geringeren Mittelwert (Sequenzierung: log
3,0 Zellen*ml?, gPCR und Selektivagar: log 3,4 Zellen*ml) und Median wider (Sequen-
zierung: log 2,8 Zellen*ml?, gPCR: log 2,9 Zellen*ml?, Selektivagar: log 3,1 Zellen*ml?). Im
Gegensatz dazu ist eine gute Ubereinstimmung dieser Parameter fur die Quantifizierung per
gPCR und Selektivagar sichtbar. Aus diesem Grund, sowie den oben genannten Vorteilen
einer molekularen Quantifizierung, wurden die Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch in

dieser Arbeit routinemalfig per gattungsspezifischem gPCR-Assay ermittelt.
1.2 Pravalenz von Pseudomonas in frischer Rohmilch aus Hofsammeltanks

1.2.1 Analyse absoluter Pseudomonas-Keimzahlen

Zur Analyse der Belastung deutscher Rohmilch mit Pseudomonas wurden die 444
Rohmilchproben aus den Hofsammeltanks von 122 Erzeugerbetrieben hinsichtlich der
Pseudomonas-Keimzahlen, die per gPCR ermittelt wurden, sowie der per
Durchflusszytometrie quantifizierten Gesamtkeimzahlen untersucht (Abbildung 11). Da die
Gesamtkeimzahlen als Zellen*ml? berechnet werden, wird im Folgenden zum Zweck der

Vereinheitlichung diese Einheit auch fiir die Pseudomonas-Keimzahlen verwendet.
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Abbildung 11: Pseudomonas-Keimzahlen und Gesamtkeimzahlen in Rohmilch aus
Hofsammeltanks

Von 444 Rohmilchproben aus den Hofsammeltanks von 122 Erzeugerbetrieben wurden die
logarithmischen Pseudomonas-Keimzahlen per gPCR (dunkel) sowie die Gesamtkeimzahlen per
Durchflusszytometrie (hell) ermittelt. Die horizontale Linie markiert mit dem 80. Perzentil der
Pseudomonas-Keimzahlen (log 3,82 Zellen*ml?) den Grenzwert fiir Pseudomonas-auffallige
Milchproben.

Die Gesamtkeimzahlen der Rohmilchproben zeigten eine homogene Verteilung, mit einem
Mittelwert von log 5,14 Zellen*ml* und einem Median von log 5,07 Zellen*ml®. Die am
geringsten belastete Probe hatte eine Gesamtkeimzahl von log 3,85 Zellen*ml* und der am
hochsten gemessene Wert lag bei log 7,71 Zellen*ml?. Im Gegensatz zu den
Gesamtkeimzahlen hatte die Pseudomonas-Keimzahl eine stark schiefe Verteilung. Dies
zeigte sich auch in den gréRBeren Unterschieden zwischen Mittelwert (log 3,04 Zellen*mlIt) und
Median (log 2,64 Zellen*ml™). Ein Grofteil der Proben (45 %) hatte Werte zwischen log 2 und
log 3 Zellen*ml™. Allerdings wiesen manche Proben Werte bis zu log 7,90 Zellen*ml™* auf. Das
80. Perzentil lag bei log 3,82 Zellen*mlI* und wurde als unterer Grenzwert fiir Pseudomonas-
auffallige Proben definiert. Die Tatsache, dass einige Proben hohere Pseudomonas- als
Gesamtkeimzahlen aufwiesen, lasst sich auf Differenzen zwischen den Detektionsmethoden
zurlUckfihren, da die Pseudomonas-Keimzahlen per gPCR, die Gesamtkeimzahlen jedoch per
Durchflusszytometrie ermittelt wurden. Letztendlich konnte gezeigt werden, dass ein Grol3teil
der Rohmilchproben nur gering mit Pseudomonas belastet war, jedoch einige Proben sehr

hohe Keimzahlen dieser Gattung aufwiesen.
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Fur weitere Analysen wurden die Rohmilchproben dem jeweiligen Erzeuger zugeordnet. Bei
55,7 % der Erzeuger (n = 68) lagen alle Quartalsproben unter dem Grenzwert fir
Pseudomonas-aufféllige Rohmilch von log 3,82 Zellen*ml™*. 24,6 % der Erzeuger (n = 30)
wiesen eine Probe tber dem Grenzwert auf, 11,5 % (n = 14) zwei und 8,2 % (n = 10) hatten
drei auffallige Rohmilchproben. Fur letzteren Fall lagen jedoch bei sechs der zehn Hbéfe nur
drei Quartalsproben vor, fir die anderen vier Hofe die vollstandigen vier Proben. In keinem

Fall wiesen vier Quartalsproben Werte Uber der auffalligen Belastung mit Pseudomonas auf.

1.2.2 Analyse des Milchmikrobioms per Hochdurchsatzsequenzierung

Neben den absoluten Keimzahlen zur Analyse der Pseudomonas-Belastung in deutscher
Rohmilch wurde das Milchmikrobiom der Rohmilchproben per Hochdurchsatzsequenzierung
generiert und analysiert. Nach Herausfiltern von Proben mit zu geringer Read-Zahl konnten

die Daten von 425 Rohmilchproben analysiert werden.

Diversitat der Rohmilchproben

Die Untersuchung zur Diversitat der Rohmilchproben erfolgte mit der a-Diversitat, welche die
Anzahl an zOTUs pro Probe als sog. Richness misst. Die 425 sequenzierten Rohmilchproben
wiesen variable a-Diversitaten zwischen 50 und 1128 zOTUs auf. Der Mittelwert lag bei 562
und der Median bei 576 zOTUs (Abbildung 12A). Zur weiteren Analyse wurde die a-Diversitat
separat fiur die verschiedenen Hofparameter betrachtet (Abbildung 12B-H). Beim
Abholungsintervall war ein signifikanter Anstieg der Diversitat bei zunehmender Lagerdauer
sichtbar (Abbildung 12B). Weiterhin wiesen die stiddeutschen Betriebe diversere Rohmilchen
im Vergleich zu den in Norddeutschland bezogenen Proben auf (Abbildung 12C). Zudem war
die Rohmilch von Laufstallbetrieben mit einer niedrigeren a-Diversitat im Vergleich zur
Kombination mit Weidegang oder Auslauf assoziiert. Letzteres wies zudem signifikante
Unterschiede zur Anbindestallhaltung und deren Kombination mit Weide auf (Abbildung 12D).
Bei der Produktionsart konnte fur die Rohmilch von 6kologischen Héfen eine signifikant hohere
a-Diversitat berechnet werden als bei Milch konventioneller Hofe (Abbildung 12E). Auch
konnten Unterschiede zwischen dem manuellen Melkstand und dem Melkroboter bzw. der
Rohrmelkanlage gefunden werden (Abbildung 12F). Bei der Milchkihlung war die
Durchlaufkiihlung mit einer signifikant niedrigeren Diversitdt assoziiert als die reine
Tankkihlung (Abbildung 12G) und bei der Euterhygiene war dies der Fall bei der Reinigung
durch die Birste des Melkroboters im Vergleich zu trockenen Methoden bzw. waschbaren
Tuchern (Abbildung 12H).
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Abbildung 12: a-Diversitat der Rohmilchproben aus den Hofsammeltanks

Die a-Diversitat wurde aus den Mikrobiomdaten der 16S rRNA Amplikon Sequenzierung ermittelt und
ist anhand der Richness mit den absoluten zOTUs fir die gesamten Mikrobiomdaten (A) sowie
differenziert nach einzelnen hofspezifischen Faktoren (B-H) dargestellt. Nur die Faktoren mit
signifikanten Unterschieden sind gezeigt. Diese wurden mit dem Kruskal Wallis Test mit nachfolgendem
paarweisen Dunn’s Test mit Bonferroni-Korrektur fur multiple Vergleiche berechnet und sind mit Sternen
markiert. *, p < 0,05; **, p < 0,01; *** p < 0,001
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Bis auf die Faktoren Produktionsart und Tierhaltung, die eine moderate Effektstarke und damit
nennenswerte Differenzen zwischen den Subgruppen zeigten, war jene der anderen Faktoren
klein. Keine signifikanten Unterschiede wurden fir die Art der Milchstapelung, die Jahreszeit,
die Reinigungsmethode des Melksystems sowie die Wasserversorgung gefunden (Daten sind
nicht gezeigt).

Relative Pseudomonas-Belastung

Fur die Analyse der relativen Belastung der Rohmilchproben mit Pseudomonas wurden die
Daten des Taxonomic-Binning Skripts der Rhea-Pipeline herangezogen. Parallel zu den
absoluten Pseudomonas-Keimzahlen (Abbildung 11) wies der Grof3teil der Proben nur eine
sehr geringe relative Belastung mit dieser Gattung auf (Abbildung 13). Jedoch wurden bei 50
Proben (11,8 %) relative Anteile Gber 10 % gefunden. Bei 16 Rohmilchproben (3,8 %) betrug
der Anteil dieser Gattung am Rohmilchmikrobiom Gber 50 % bis hin zu 95,9 %. Die
durchschnittliche Belastung lag bei 5,5 %.
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Abbildung 13: Relative Pseudomonas-Belastung der Rohmilchproben aus den Hofsammeltanks
Die 425 per 16S rRNA Amplikonsequenzierung analysierten Rohmilchproben aus den Hofsammeltanks
von 122 Erzeugerbetrieben wurden anhand ihrer relativen Pseudomonas-Belastung [%)] sortiert.

Analyse hofspezifischer Milchmikrobiota

In weitergehenden Analysen wurden die Rohmilchproben nach Erzeugerbetrieben gruppiert

und die relative Zusammensetzung pro Hof verglichen. Analog zu den absoluten
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Pseudomonas-Keimzahlen wies der Grofteil der Hofe geringe Pseudomonas-Belastungen in
allen drei bzw. vier Quartalsproben auf. Bei 24 der 122 Hoéfe wies eine Rohmilchprobe
nennenswerte Pseudomonas-Belastungen > 5 % auf, bei 14 Hofen war dies bei zweien und
bei funf Hofen bei dreien der Fall. Bei Betrachtung des gesamten Mikrobioms konnte ein
groBer Teil der Erzeugerbetriebe in drei exemplarische Kategorien der mikrobiellen
Zusammensetzung eingeteilt werden. Abbildung 14 zeigt sieben reprasentative Hofe dieser
drei Profile. Viele der Hofe wiesen geringe Unterschiede zwischen den zugehdrigen
Quartalsproben auf (Profil 1). Die meisten Hofe dieser Kategorie waren zudem durch eine
vergleichbare Gattungsverteilung charakterisiert (s. Abbildung 14 A-C). Diese war dominiert
von Corynebacterium (durchschnittlicher Anteil bei den reprasentativen Hofen 228, 259 und
260 von 16 %), gefolgt von Streptococcus (11 %), Romboutsia (10 %), Clostridium Cluster Xl
(7 %) und Aerococcus (6 %). Im Gegensatz dazu wiesen die mikrobiellen
Zusammensetzungen der Hofe von Profil 2 und 3 starke Unterschiede zwischen den
Quartalsproben auf. Zudem hatten einzelne Gattungen sehr hohe Anteile am
Gesamtmikrobiom. Profil 3 (reprasentiert durch Hof 109 und Hof 27) unterschied sich von Profil
2 (reprasentiert durch Hof 237 und Hof 247) durch die teilweise hohen Anteile an
Pseudomonas. Bei den Hofen von Profil 2 wurden relative Anteile fir einzelne Gattungen > 30
% fur Streptococcus (44 % und 62 % flr Hof 247 a und Hof 247 b), Lactococcus (40 % flr Hof
237 a) und Acinetobacter (31 % fur Hof 237 b) gefunden. Bei Profil 3 war dies lediglich bei
Streptococcus (66 % bzw. 51 % fir Hof 109 a und Hof 27 b) und Pseudomonas (33 % bzw.
47 % fur Hof 109 b und Hof 109 d) der Fall. Eine detaillierte Auflistung der relativen Anteile pro
Gattung ist in Tabelle A 1 verzeichnet. Letztendlich stehen diese Daten jedoch nur fur drei
auffallige Kategorien des Datensatzes und bilden nicht die gesamte Diversitat aller

Erzeugerbetriebe ab.

Zur Analyse der B-Diversitat zwischen den mikrobiellen Zusammensetzungen der einzelnen
Hofe wurde ein MetaNMDS-Plot mithilfe des B-Diversitatsskripts erstellt (Abbildung 15). Bei
den Hofen von Muster 1 (Hof 228, Hof 259 und Hof 260) lagen die einzelnen Quartalsproben
eng beieinander. Zudem war die Distanz zwischen den Hoéfen relativ klein. Im Gegensatz dazu
wiesen insbesondere die Hofe von Muster 3 (Hof 109 und 27) eine grol3e Variation und starke
Uberlappungen mit den Rohmilchproben anderer Hofe auf. Dies spiegelt die groRe Varianz
zwischen den einzelnen Quartalsproben wider. Der p-Wert der MetaNMDS Analyse von 0,001

verweist auf signifikante Unterschiede zwischen den mikrobiellen Profilen einzelner Hofe hin.
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Abbildung 14: Komposition der vier Rohmilchproben aus den Hofsammeltanks von sieben
reprasentativen Erzeugerbetrieben

Die per 16S rRNA Amplikonsequenzierung ermittelten relativen Zusammensetzungen der vier
Quartalsproben (a-d) aus den Hofsammeltanks von sieben reprasentativen Héfen (A-G) wurden mithilfe
des Taxonomic Binning Skripts der Rhea-Pipeline berechnet. Die Zusammensetzung ist anhand der
relativen Abundanz auf Gattungebene in % dargestellt. Die Hofe sind anhand ihrer mikrobiellen Profile
(1-3) gruppiert.
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Abbildung 15: MetaNMDS Plot der mikrobiellen Profile der sieben repréasentativen Hofe fur die
drei hofspezifischen Mikrobiom-Muster

Die B-Diversitatsanalyse basiert auf generalisierten UniFrac Distanzen der mikrobiellen Profile auf
Gattungsebene und umfasst je vier Quartalsproben von sieben Erzeugerbetrieben. Der p-Wert von
0,001 indiziert signifikante Unterschiede zwischen den mikrobiellen Profilen der Hofe.

Im Abschluss der Charakterisierung hofspezifischer mikrobieller Muster wurde die
Gesamtkeimzahl der Rohmilchproben analysiert (Tabelle A 1). Die Héfe von Muster 1 hatten
eine mittlere Gesamtkeimzahl von log 5,0 Zellen*ml?, welche leicht niedriger als der Mittelwert
aller analysierten Rohmilchproben mit log 5,1 Zellen*ml? war. Die Mittelwerte von Muster 2

und 3 lagen mit log 5,3 bzw. log 5,5 Zellen*ml? daruber.

Zusammenfassend deuten diese Daten darauf hin, dass viele Hofe ein Management
betrieben, dass zu einem stabilen, vergleichbaren Rohmilchmikrobiom flhrte, welches
insbesondere von Gram-positiven Gattungen wie Corynebacterium dominiert wurde.
Demgegentiber standen Hoéfe, deren Rohmilchmikrobiom stark variierte und durch unbekannte
Gegebenheiten sensibel fir Kontaminationen oder das Wachstum bestimmter Spezies wie
Streptococcus, Lactococcus, Acinetobacter oder Pseudomonas war, die die Rohmilch

sporadisch dominierten. Zudem wiesen sie hhere durchschnittiche Gesamtkeimzahlen auf.

Korrelationen zwischen Pseudomonas und anderen Gattungen

Als abschlieRende Untersuchung des Rohmilchmikrobioms wurden Korrelationen zwischen
Pseudomonas und anderen Gattungen berechnet, was auf positive oder negative

Interaktionen hinweisen kdnnte. Hierzu wurden die relativen Anteile der einzelnen Gattungen
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verwendet und die Korrelation nach Spearman berechnet. Abbildung 16 zeigt die Korrelationen

zwischen den zehn pravalentesten Gattungen der 444 Rohmilchproben.
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Abbildung 16: Korrelationen zwischen den zehn pravalentesten Gattungen in den 444
Rohmilchproben aus Hofsammeltanks

Die Korrelationen zwischen den relativen Anteilen [%] der verschiedenen Gattungen wurden nach
Spearman berechnet. Signifikante Unterschiede sind mit roten Sternen markiert (*, p<0,05; **, p<0.01;
*** p<0,001). Die Zahlen im rechten Teil der Grafik entsprechen dem Korrelationskoeffizienten o
zwischen dem entsprechenden Gattungspaar. Im linken Teil der Grafik sind die Korrelationsplots des
jeweiligen Paares gezeigt (Datenanalyse und Abbildung von Tasja Buschhardt, BfR, Berlin).

Insgesamt konnten keine relevanten Korrelationen (¢ > 0,5) zwischen Pseudomonas und
anderen Gattungen festgestellt werden. Allerdings ergaben die Analysen signifikante negative
Assoziationen mit Romboutsia (¢ = -0,36), Corynebacterium (o = -0,35), Clostridium Cluster
Xl (¢ = -0,34), Turicibacter (¢ = -0,32) und Facklamia (o = -0,34). Positive Korrelationen fur
andere Gattungspaare mit @ > 0,5 ergaben sich fur Corynebacterium mit Romboutsia (o =
0,52), Clostridium Cluster Xl (o = 0,52) und Facklamia (o = 0,61), im Fall von Romboutsia
zusatzlich mit Clostridium Cluster XI (o = 0,95), Turicibacter (o = 0,90) und Facklamia (o =
0,63), bei Clostridium Cluster XI zusatzlich mit Turicibacter (o = 0,81) und Facklamia (p = 0,61)
und letztendlich noch zwischen Turicibacter und Facklamia (o = 0,59). Negative Korrelationen
< @ = 0,5 wurden nicht gefunden. Zusammenfassend war eine Gruppe an Gram-positiven
Gattungen vorhanden, die untereinander positiv korreliert waren, jedoch teilweise eine

negative Assoziation zu Pseudomonas aufwiesen.

58



Ergebnisse

1.3 Analyse hofseitiger Einflussfaktoren auf die Pseudomonas-Keimzahl

Frihere Untersuchungen unseres Instituts konnten zeigen, dass Rohmilch unabhéngig von
der Lagerdauer hohe Pseudomonas-Keimzahlen aufweisen kann (unpublizierte Daten). Dies
und die in 1.1 und 1.2 gezeigten Ergebnisse indiziert das Vorhandensein von Hofen, welche
wiederholt hohe Pseudomonas-Belastungen aufweisen. Zur Analyse potentieller hofseitiger
Einflussfaktoren auf die Pseudomonas-Belastung von Rohmilch wurden die per gPCR
ermittelten Pseudomonas-Keimzahlen sowie die per Durchflusszytometrie gemessenen
Gesamtkeimzahlen in Abh&ngigkeit von den per Fragebogen ermittelten hofspezifischen
Charakteristika betrachtet. Zunachst wurde der Einfluss der Lagerdauer am Hof in Form der
unterschiedlichen Abholungsintervalle (1, 2 und 3 Tage) analysiert (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Einfluss der verschiedenen Abholungsintervalle der Rohmilch auf die
Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen

Pseudmonas-Keimzahlen (dunkelgrau) und Gesamtkeimzahlen (hellgrau) in Abhé&ngigkeit der
Abholungsintervalle der Rohmilch beim Erzeuger (1, 2 und 3 Tage). Signifikante Unterschiede wurden
per Kruskal-Wallis Test mit nachfolgendem Dunn’s Test mit Bonferroni-Korrektur fir multiple Vergleiche
berechnet und sind mit Sternen markiert. *, p<0,05; **, p<0.01; *** p<0,001

Bei Pseudomonas konnten signifikant niedrigere Keimzahlen bei taglicher im Vergleich zur
zweitagigen Abholung festgestellt werden. Die dreitagige Abholung wies keine signifikanten
Unterschiede auf. Jedoch war die Probengrof3e mit 27 Rohmilchproben im Vergleich zu den

anderen Abholungsintervallen (70 fur tagliche und 347 fur zweitdgige Abholung) relativ klein.
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Bei der Gesamtkeimzahl konnten keine signifikanten Differenzen festgestellt werden. Dies
deutet darauf hin, dass die Lagerung bei kalten Temperaturen ein exklusiver Einflussfaktor auf
Pseudomonas als kéltetolerante Gattung ist. Trotz der kurzen Lagerdauer am Hof von einem
Tag wiesen sieben der 70 Rohmilchproben Pseudomonas-Keimzahlen tber dem Grenzwert
von log 3,82 Zellen*ml? fir Pseudomonas-auffallige Proben auf. Insgesamt unterstiitzen die
Daten die Hypothese, dass eine verlangerte Lagerung der Rohmilch zu einer hoéheren
Pseudomonas-Belastung fihrt, es jedoch andere Faktoren geben muss, die in hohen initialen

Kontaminationen resultieren konnen.

Als unabhangiger Faktor vom Erzeugerbetrieb wurde der jahreszeitliche Effekt analysiert. Hier
konnten signifikant niedrigere Pseudomonas-Keimzahlen im Sommer im Vergleich zu den
Rohmilchproben aus dem Frihjahr festgestellt werden. Fir den restlichen Jahresverlauf war
ein Trend von steigenden Pseudomonas-Keimzahlen sichtbar, wobei die Werte im Winter stark
streuten. Die Gesamtkeimzahlen zeigten einen kontinuierlichen Anstieg von Frihling zu
Winter, wobei signifikante Unterschiede zwischen den Frihjahrs- und Sommerproben im
Vergleich zum Winter berechnet wurden (Abbildung 18A). Bei der Produktionsart konnten
signifikant niedrigere Werte sowohl bei Pseudomonas als auch bei der Gesamtkeimzahl bei
den Okologischen Proben im Vergleich zu den konventionell produzierten festgestellt werden
(Abbildung 18B). Bei der Tierhaltung hatten die Milchproben von Betrieben mit reiner
Laufstallhaltung signifikant hohere Pseudomonas-Belastungen im Vergleich zur Kombination
mit Auslauf oder Weidegang sowie zur Anbindestallhaltung in Kombination mit Weidegang.
Die Ergebnisse der Gesamtkeimzahlen waren vergleichbar, wenn auch mit leicht
unterschiedlichem Verhalten der Signifikanzen (Abbildung 18C). Die Art der Tierhaltung war
der einzige Faktor, der eine moderate Effektstarke zeigte, sowohl bei Pseudomonas als auch
bei der Gesamtkeimzahl, wohingegen die anderen Faktoren lediglich geringe Effektstarken
aufwiesen. Abschlie3end konnten signifikante Differenzen bei den Pseudomonaden fir die Art
der Milchkiihlung gefunden werden. Hier wies die reine Tankkihlung geringere Werte auf als
die Vorkihlung im Durchlaufkihler oder die Kuihlung per Tauchkihler. Four die
Gesamtkeimzahlen wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt (Abbildung 18D).

Zu den Faktoren ohne signifikanten Einfluss auf die Pseudomonas-Keimzahlen zahlten die Art
des Melksystems, die Reinigungsmethode fir das Melksystem, die Art der Milchstapelung, die
Euterhygiene, die Wasserversorgung sowie der Vergleich zwischen Nord- und
Suddeutschland. Die Daten sind in Abbildung A 1 einsehbar. Zudem wurde eine Korrelation
zur Liefermenge pro Jahr berechnet, was ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang

zeigte, lediglich einen positiven Trend (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 18: Einfluss von Jahreszeit, Produktionsart, Tierhaltung und Milchkihlung auf die
Pseudomonas- und Gesamtkeimzahl der Rohmilch

Pseudomonas-Keimzahlen (dunkelgrau) und Gesamtkeimzahlen (hellgrau) in Abhangigkeit der
Faktoren mit signifikantem Effekt auf die Pseudomonas-Keimzahl (A, Jahreszeit; B, Produktionsart; C,
Tierhaltung; D, Milchkihlung). Signifikante Unterschiede wurden per Kruskal-Wallis Test mit
nachfolgendem Dunn’s Test mit Bonferroni-Korrektur fir multiple Vergleiche berechnet und sind mit
Sternen markiert. *, p<0,05; **, p<0.01; ***, p<0,001
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Zusammenfassend zeigen die Analysen, dass es neben der Lagerdauer Faktoren gibt, die
exklusiv die Pseudomonas-Keimzahl beeinflussen (Jahreszeit und Milchkiihlung) sowie jene,
die einen umfassenden Einfluss auf das Milchmikrobiom haben (Produktionsart und
Tierhaltung).

Ein Vergleich der absoluten Pseudomonas-Keimzahlen mit der a-Diversitat in Abh&ngigkeit
von den hofspezifischen Einflussfaktoren zeigt haufig ein gegenlaufiges Verhalten. Im Fall der
Produktionsart waren die 6kologisch erzeugten Rohmilchproben mit signifikant niedrigeren
Pseudomonas-Belastungen assoziiert (Abbildung 18B), jedoch war die a-Diversitét signifikant
hoher (Abbildung 12E). Bei der Tierhaltung wies die reine Laufstallhaltung héhere Keimzahlen
auf im Vergleich zur Kombination mit Auslauf oder Weide (Abbildung 18C), was gleichzeitig
jedoch mit einer signifikant geringeren a-Diversitat verbunden war (Abbildung 12D). Auch bei
der Art der Milchkihlung ist dieser gegenlaufige Trend sichtbar (Abbildung 12D und Abbildung
12G). Eine signifikante negative Korrelation zwischen den Faktoren Pseudomonas-Keimzahl
und a-Diversitat konnte nicht errechnet werden (Daten nicht gezeigt). Dennoch weisen die
Ergebnisse darauf hin, dass hohere Pseudomonas-Keimzahlen mit niedrigerer mikrobieller

Diversitat assoziiert sind.

1.4 Identifikation von Eintragsrouten beim Erzeuger

Zur Identifikation moéglicher Eintrittsstellen von Pseudomonas beim Erzeuger wurden anhand
der Quartalsproben vier Betriebe ausgewahlt, die eine durchschnittliche Pseudomonas-
Belastung > log 4 Zellen*ml! aufwiesen. Diese Hofe werden im Nachfolgenden als
.Pseudomonas-auffallige* Hofe bezeichnet. Als ,Pseudomonas-unauffallige“ Héfe wurden vier
Erzeugerbetriebe beprobt, deren durchschnittliche Belastung < log 2,5 Zellen*ml* war. Durch
einen Vergleich der beiden Kategorien sollten mégliche Eintrittsrouten von Pseudomonas in
Rohmilch identifiziert werden. Aufgrund der individuellen Bauweisen der Melksysteme standen

einige Probenahmestellen nicht bei allen Betrieben zur Verfigung.

1.4.1 Analyse der Pseudomonas-Keimzahlen der Stufenkontrollen

Die Pseudomonas-Keimzahlen der Probenahmestellen auf den acht Erzeugerbetrieben
wurden durch Kultivierung auf CFC-Agar ermittelt. Abbildung 19 zeigt die logarithmische
Pseudomonas-Belastung als Heat-Map, wobei Keimzahlen < log 2 KbE*ml* in Griin, zwischen
log 2 und log 4 KbE*ml* in Gelb und > log 4 KbE*ml? in Rot dargestellt sind. Letzteres wurde
anhand des Grenzwertes flr belastete Rohmilch der Quartalsproben von log 3,82 KbE*ml?
festgelegt. Die Probenahmestellen sind zudem in die Bereiche Rohmilchtank, Melkanlage,

Melkzeug und Wasserproben gegliedert.
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Pseudomonas-auffallig Pseudomonas-unauffallig
Bereich Probenbeschreibung Hof1 Hof2 Hof3 Hof4 | Hof5 Hof6 Hof7 Hof8
Rohmilch <1,00 286 326 330 ] 289 252 1,18 2552
Zapfhahn 6,18 463 294 7,70 | 3,00 560 2,30 <1,00
Deckel Zapfhahn NV NV 5,21 NV NV NV 6,85 4,14
. Innenseite Tank NV NV <1,00 <1,00 J <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
Robmilen- - Tankdeckel <100 574 156 <100| 310 497 100 275
Gummidichtung Tankdeckel 1,48 5,70 NV 3,39 3,55 2,95 3,54 3,28
Offnung Entliiftung 4,68 NV 2,83 NV | <1,00 <1,00 2,18 NV
Entliiftungsdeckel NV 597 <1,00 <1,00] 4,34 <1,00 <1,00 NV
Rohr Milchzufuhr <1,00 4,79 2,32 3,89 3,78 1,78 <1,00 2,49
Halterung Rohr Milchzufuhr 500 426 4,71 4,81 570 1,95 NV 5,48
Milchabscheider 3,36 <1,00 49 3,89 | 3,60 1,30 NV  <1,00
Melkanlage ) .
Zulauf Milchabscheider NV <1,00 NV 4,62 NV 3,17 <1,00 <1,00
Milchfilter nach Melken 572 230 6,35 NV 554 517 2,78 5,19
Halterung Milchfilter 1,00 NV 5,47 2,92 2,87 1,30 <1,00 2,28
Sammelstiick NV NV 2,36 416 | <1,00 2,08 NV 1,30
Melkzeug Dichtung Sammelstiick 5,48 5,93 5,15 4,02 NV 4,44 NV 4,79
Zitzenbecher <100 1,86 253 379 ] 474 0,05 <1,00 NV
Halterung Zitzenbecher 200 186 6,70 4,00 | 500 325 <1,00 4,17
,}fﬂae'ﬁz‘gs;eer;reimgung 200 NV <100 <1,00| 213 <1,00 <1,00 <1,00
Wasser- \I\I/IV;LrTs])\;\;&tlzfnerreinigung <1,00 NV NV <1,00 | <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
proben Kaltwasser Tankreinigung <1,00 <1,00 NV NV ] <1,00 NV NV <1,00
Warmwasser Tankreinigung <1,00 <1,00 NV NV 1,00 NV NV <1,00
Wasser Nachspilung <1,00 <1,00 2,72 3,22 NV  <1,00 NV  <1,00

Abbildung 19: Heat-Map der Pseudomonas-Keimzahlen der Stufenkontrollen auf
Erzeugerbetrieben

Die Pseudomonas-Keimzahlen [log KbE*ml1] der einzelnen Probenahmestellen beim Erzeuger (Hof 1-
8) sind nach Pseudomonas-aufféalligen (Hof 1-4) und unauffélligen Betrieben (Hof 5-8) sowie nach den
Bereichen der Probenahmestelle (Rohmilchtank, Melkanlage, Melkzeug und Wasserproben) aufgeteilt.
Die Farbkodierung zeigt die Belastung der Proben mit Pseudomonas an (griin, < log 2; gelb, log 2 —
log 4;rot, > log 4 KbE*ml1). NV, Probe nicht verfiigbar; < 1,00, nicht detektierbar

Insgesamt konnten auch bei den Pseudomonas-unauffalligen Hofen Stellen mit hoher
Pseudomonas-Last festgestellt werden. Die Probenahmestellen ,Deckel Zapfhahn®,
,=Halterung Rohr Milchzufuhr®, ,Milchfilter nach Melken®, ,Dichtung Sammelstiick Melkzeug*®
und ,Halterung Zitzenbecher” wiesen bei mindestens zwei der vier unauffalligen Hofe
Belastungen uber log 4 KbE*mI?! auf. Bei den Pseudomonas-auffalligen Héfen waren jedoch
insbesondere im Bereich der Melkanlage und des Melkzeugs haufiger belastete Stellen zu
finden. Hier waren ,Zapfhahn®, ,Halterung Rohr Milchzufuhr®, ,Milchfilter nach Melken, und
,Dichtung Sammelstick Melkzeug“ mindestens in zwei Fallen stark belastet.
Interessanterweise wiesen die Rohmilchproben der Pseudomonas-auffalligen Hofe &hnlich

niedrige Pseudomonas-Keimzahlen wie jene der unauffélligen Hofe auf. Lediglich bei Hof 3
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und 4 waren diese mit > log 3 KbE*mI? leicht erhoht. Allerdings konnte nicht gewahrleistet
werden, dass die Rohmilch zum Zeitpunkt der Abholung durch den Sammelwagen beprobt
wurde, weshalb die Stapeldauer am Hof unterschiedlich war und nicht jenen der
Quartalsproben entsprach. Pseudomonas-Konzentrationen > log 6 KbE*ml* wurden in funf
Fallen gefunden, wobei vier davon bei den Pseudomonas-aufféalligen Hofen auftraten. Diese
waren der Zapfhahn von Hof 4 mit log 7,70 KbE*mI?, gefolgt von dem Deckel des Zapfhahns
des unauffalligen Hofes 7 (log 6,85 KbE*mI?), der Halterung der Zitzenbecher von Hof 3
(6,70 KbE*ml?), der Milchfilter nach dem Melken von Hof 3 (log 6,35 KbE*ml?) sowie dem
Zapfhahn von Hof 1 (log 6,18 KbE*ml?). Die Wasserproben waren grundsatzlich gering mit
Pseudomonas belastet. Lediglich die Kaltwasserprobe fir die Reinigung des Melksystems
wies bei Hof 1 und 5 mit log 2,00 bzw. log 2,13 KbE*ml? geringe Keimzahlen auf. Das
Nachspulwasser war nur bei den Pseudomonas-auffalligen Héfen 3 und 4 mit log 2,72 bzw.
log 3,22 KbE*ml?! deutlich belastet. Neben den Wasserproben war die einzige
Probenahmestelle, die bei allen Hofen ohne Nachweis von Pseudomonas war, die Innenseite

des Rohmilchtanks.

Bei separater Betrachtung der einzelnen Hofe war auffallig, dass jeder Hof sein eigenes Muster
an belasteten Probenahmestellen aufwies. Bei den Pseudomonas-auffalligen Héfen waren
beispielsweise Hof 1 und 2 Uber alle drei Bereiche von Rohmilchtank, Melksystem und
Melkanlage relativ gleichmaRig belastet, wohingegen sich die Stellen mit hohen Keimzahlen

bei Hof 3 und 4 im Bereich Melkanlage und Melkzeug konzentrierten.

Zusammenfassend waren die mit Pseudomonas-belasteten Probenahmestellen spezifisch je
Erzeuger und insbesondere in den Bereichen Melkanlage und Melkzeug bei den
Pseudomonas-aufféalligen Hofen starker mit dieser Gattung kontaminiert. Zudem fielen haufig
Bereiche auf, die schlecht von der automatischen Reinigung erfasst wurden, wie
beispielsweise die Dichtung des Sammelstiicks des Melkzeugs. Ein Eintrag Uber Wasser

scheint aufgrund der geringen Belastungen als unwahrscheinlich.

1.4.2 Analyse der Gesamtkeimzahlen der Stufenkontrollen

Analog zu den Pseudomonas-Keimzahlen wurden die Gesamtkeimzahlen per Kultivierung auf
TSA analysiert. Abbildung 20 zeigt die Heat-Map der Probenahmestellen fir die
logarithmischen Gesamtkeimzahlen. Werte < log 3 KbE*ml? sind hierbei in Griin, zwischen
log 3 und log 5 KbE*mIt in Gelb und > log 5 KbE*mI™ in Rot markiert. Letzteres wurde anhand
des Grenzwertes von log 5 KbE*ml? fur die Keimbelastung von Rohmilch der Klasse 1 laut
Milchgiiteverordnung § 3 definiert (MilchGuV, 1980).
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Pseudomonas-auffallig Pseudomonas-unauffallig
Bereich Probenbeschreibung Hof1 Hof2 Hof3 Hof4 | Hof5 Hof6 Hof7 Hof8
Rohmilch 390 420 505 547 515 4,13 459 514
Zapfhahn 7,56 7,00 6,30 7,78 529 6,78 3,86 4,26
Deckel Zapfhahn NV NV 6,52 NV NV NV 7,70 5,26
Rohmilch- Innenseite Tank NV NV 3,74 3,04 | <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
tank Tankdeckel 242 841 588 497 504 6,88 357 414
Gummidichtung Tankdeckel 3,61 7,30 NV 6,53 515 6,93 6,81 7,12
Offnung Entliiftung 4,93 NV 5,67 NV 6,90 3,21 5,87 NV
Entliftungsdeckel NV NV 3,71 3,18 460 <1,00 3,18 NV
Rohr Milchzufuhr 310 7,30 534 6,06 559 514 386 3,37
Halterung fir Rohr Milchzufuhr] 6,70 7,79 7,00 6,32 8,75 3,91 NV 8,32
Melkanlage Milchabscheider 7,00 4,63 6,58 3,97 505 3,74 NV <1,00
Zulauf Milchabscheider NV 4,84 8,34 6,19 NV 4,21 3,50 2,00
Milchfilter nach Melken 7,30 4,56 7,43 NV 4,81 6,87 6,15 7,87
Halterung Milchfilter 4,82 NV 6,16 5,50 460 248 393 5,16
Sammelstiick NV NV 4,82 5,90 4,45 3,67 NV 2,60
Melkzeug Dichtung Sammelstiick 730 7,72 7,00 7,92 NV 7,26 NV 8,41
Zitzenbecher 230 341 538 6,77 6,15 3,58 3,44 NV
Halterung Zitzenbecher 4,23 3,87 7,71 6,37 7,00 7,18 3,48 6,40
Kaltwasser
Melksystemreinigung 4,14 NV 1,90 1,86 423 3,02 <100 3,82
Wasser- \&V;erxﬁgﬁq‘ireinigung 520 NV NV 100 | 234 211 <1,00 248
proben Kaltwasser Tankreinigung 3,15 <1,00 NV NV 1,85 NV NV 2,10
Warmwasser Tankreinigung 2,71 <1,00 NV NV 1,78 NV NV 3,42
Wasser Nachspulung 1,66 <1,00 4,78 4,84 NV 3,70 NV 1,85

Abbildung 20: Heat-Map der Gesamtkeimzahlen der Stufenkontrollen auf Erzeugerbetrieben

Die Gesamtkeimzahlen [log KbE*mI] der einzelnen Probenahmestellen beim Erzeuger (Hof 1-8) sind
nach Pseudomonas-auffalligen (Hof 1-4) und unauffélligen Betrieben (Hof 5-8) sowie nach den
Bereichen der Probenahmestelle (Rohmilchtank, Melkanlage, Melkzeug und Wasserproben) aufgeteilt.
Die Farbkodierung zeigt die Keimbelastung der Proben an (griin, < log 3; gelb, log 3 — log 5; rot, > log
5 KbE*mlt). NV, Probe nicht verfugbar; <1,00, nicht detektierbar

Insgesamt zeigen die Gesamtkeimzahlen ein homogeneres Bild zwischen den Pseudomonas-
auffalligen und —unauffalligen Hofen. Insbesondere im Bereich des Rohmilchtanks gab es
keine sichtbaren Unterschiede. Hier zeigten alle Hofe eine relativ starke Belastung. Im Bereich
Melkanlage und Melkzeug hingegen waren die Pseudomonas-auffalligen Hofe etwas starker
belastet. Die héchsten Keimbelastungen wurden mit Giber log 8,00 KbE*ml* bei der Halterung
des Rohrs fiir die Milchzufuhr von Hof 5 und Hof 8 (log 8,75 bzw. log 8,32 KbE*ml?), der
Dichtung des Sammelstticks des Melkzeugs bei Hof 8 (log 8,41 KbE*mI?), dem Tankdeckel
von Hof 2 (log 8,41 KbE*ml?) sowie dem Zulauf des Milchabscheiders von Hof 3 (log 8,34
KbE*ml?) gefunden. Die Rohmilch war bei den Pseudomonas-auffalligen und —unauffalligen
Hofen ahnlich belastet, mit Werten zwischen log 3,90 KbE*ml* (Hof 1) und log 5,47 KbE*ml*
(Hof 4). Analog zu den Pseudomonas-Keimzahlen war der Zapfhahn insbesondere bei den
Pseudomonas-auffalligen Hofen mit bis zu log 7,78 KbE*ml? stark belastet und die Innenseite

des Tanks zumindest bei den Pseudomonas-unauffalligen Hoéfen ohne nachweisbare
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Keimbelastung. Bei den Wasserproben war vor allem das Kaltwasser fur die
Melksystemreinigung haufig verunreinigt. Im Fall von Hof 1 war zudem das zugehérige
Warmwasser mit log 5,29 KbE*ml* stark belastet, sowie das Kaltwasser der Tankreinigung mit
log 3,15 KbE*ml. Beim Nachspilwasser konnten zusatzlich zu jenem von Hof 3 und 4, in dem

bereits Pseudomonas nachweisbar war, auch bei Hof 6 Keime nachgewiesen werden.

1.4.3 Ergebnisse der Luftkeimanalysen

Zur Bewertung eines moglichen Eintrages von Pseudomonas in die Rohmilch tber die Stallluft
wurde diese in der Nahe des Melkzeugs mithilfe eines Luftkeimsammlers auf den Hofen 3-8
beprobt. Abbildung 21 zeigt die ermittelten Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen pro 10 |
Luft.

w

-

Zellzahl [log KbE*10I]
N

[=]

Hof 3 Hof 4 Hof 5 Hof 6 Hof 7 Hof 8
Pseudomonas-auffallig Pseudomonas-unauffallig
Gesamtkeimzahl ® Pseudomonas-Keimzahl

Abbildung 21: Pseudomonas-Keimzahl und Gesamtkeimzahl der Stallluft von sechs Betrieben
Die Pseudomonas-Keimzahl (dunkelgrau) und die Gesamtkeimzahl (hellgrau) pro 10 | Stallluft wurde
bei den Erzeugerbetrieben Hof 3-8 in der Nahe des Melkzeugs mithilfe eines Luftkeimsammlers beprobt.

Lediglich drei Hofe (Hof 3, Hof 5 und Hof 8) wiesen geringe Pseudomonas-Konzentrationen
von maximal log 1,4 KbE*10I* bei Hof 5 auf. Es war kein Unterschied zwischen den
Pseudomonas-auffalligen und -unauffalligen Hofen feststellbar. Bei der Gesamtkeimzahl
schwankten die Werte zwischen log 2,0 KbE*10I (Hof 6) und log 3,6 KbE*10I* (Hof 5 und
Hof 8). Aufgrund der unterschiedlichen Bauweisen der Melksysteme wurde die Luft bei den
Hofen mit Rohrmelkanlagen im Stall in unmittelbarer Nahe zum Vieh beprobt. Bei den
Melkstanden fand die Probenahme hingegen in dem separaten Raum statt. Aus diesem Grund
wurden Unterschiede in den Luftkeimzahlen zwischen den Melksystemen analysiert, da in der
Stallluft h6here Keimzahlen erwartet wurden. Bei Hof 5 wurden bei einer Rohrmelkanlage die
hochsten gemessenen Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen festgestellt. Hof 8, der einen
manuellen Melkstand verwendete, zeigte ahnlich hohe Keimzahlen, weshalb kein Zusammen-
hang mit dem Ort der Probenahme gefunden werden konnte. Letztendlich wird auf Basis dieser

Daten ein Eintrag von Pseudomonas uber die Luft als vernachlassigbar angesehen.
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1.4.4 Auffalligkeiten wahrend der Probenahme

Zur genaueren Einschatzung mdoglicher Einflussfaktoren auf die Kontaminationswege beim
Erzeuger wurden Auffalligkeiten wéahrend der Probenahme bzw. Gegebenheiten bei den
Betrieben notiert, die Einfluss auf die Keimzahlen in der Rohmilch haben kdnnten. Diese sind
in Tabelle 14 gelistet.

Tabelle 14: Auffalligkeiten wahrend der Probenahme bei den Erzeugerbetrieben

Kategorie Hofnummer Auffalligkeiten

- Zu geringe Reinigungstemperatur am Ende des Melksystems (34 °C),
vermutlich durch defekten Temperaturfihler der Reinigungsanlage

- Verwendetes Reinigungsmittel mit Uberschreiten des
Mindesthaltbarkeitsdatums

Hof 1 - Kein Austausch der Schwamme zur Reinigung des Rohres der
Rohrmelkanlage
- Reinigung des Tanks mit kaltem Wasser von Hand
- Milchreste durch Spritzer auf der Innenseite des Tankdeckels
- Keine Verwendung alkalischer Reinigungsmittel zur Tankreinigung
- Zu geringe Reinigungstemperatur am Ende des Melksystems (25 °C),
Hof 2 vermut_lic_h durch Restwasser in der Anlage oder defekten Temperaturfiihler
der Reinigungsanlage
- Starker Biofilm auf der Innenseite des Tankdeckels, da nicht von der
Pseudomonas- automatischen Reinigung erfasst
auffallige Hofe - Milchreste am Ausgabehahn aufgrund mangelnder Reinigung nach
manueller Milchentnahme
Hof 3 - Starke Verschmutzungen in Teilen der Leitungen, v.a. in zuganglichem
Dreiwegehahn, der nicht von der automatischen Reinigung erfasst wird
- Zitzenbecher werden zum Trocknen nicht aus den Halterungen genommen
- Fehlende manuelle Reinigung des Sammelstiicks des Melkzeugs
- Stehendes Wasser in der Anlage, da keine Entwéasserung des Standrohres
nach der Reinigung
- Laut Landwirt Probleme mit zu hohen Keimzahlen seit Wechsel auf
Hof 4 chlorfreies Reinigungsmittel vor drei Jahren

- Verlangerungsleitung von Tank zu Hoftor mit Milchresten; wird nicht durch
automatische Reinigung erfasst und nicht aktiv gekihlt

- Zitzenbecher werden zum Trocknen nicht aus den Halterungen genommen

- Fehlende manuelle Reinigung des Sammelstiicks des Melkzeugs

- Milchreste am Ausgabehahn da mangelnde Reinigung nach manueller
Milchentnahme

- Zitzenbecher werden zum Trocknen nicht aus den Halterungen genommen,
Halterungen stark verschmutzt

Hof 5 - Fehlende manuelle Reinigung des Sammelstiicks des Melkzeugs

- Starke Verkrustungen in Zulaufleitung des Milchabscheiders

- ,Blinde* Ansatzstelle in Rohrmelkleitung mit starken Verkrustungen

- Stehendes Wasser in der Halterung fur das Rohr fur die Milchzufuhr in den
Tank; wird nicht entwassert

Pseudorpo_nas- - Sehr sauber, keine sichtbaren Milchreste oder Verschmutzungen
unauffallige Hof 6 o -
.« - Fehlende manuelle Reinigung des Sammelstiicks des Melkzeugs
Hofe
- Sehr saubere und moderne Melkroboteranlage
Hof 7 - Leichte Verschmutzungen an Gummidichtungen von Zapfhahn und
Tankdeckel

- Da Reinigungswasser durch Solaranlage geheizt wird erfolgt z.T.
Melksystemreinigung erst einige Stunden nach dem Melken; bis dahin nur
Vorspulung zur Entfernung von Milchresten

- Zitzenbecher zum Trocknen oft nicht aus den Halterungen genommen

- Fehlende manuelle Reinigung des Sammelstiicks des Melkzeugs

- Verschmutzungen an Halterung des Rohres fur die Milchzufuhr in den Tank

Hof 8

67



Ergebnisse

Besonders bei den Pseudomonas-auffalligen Héfen wurde notiert, dass die Hoéfe eine zu
geringe Reinigungstemperatur (< 40 °C) verwendet haben oder falsches bzw. abgelaufenes
Reinigungsmittel. Zudem waren Stellen, die nicht von der automatischen Reinigung erfasst
werden, wie beispielsweise der Tankdeckel oder die Dichtung des Sammelstiicks des
Melkzeugs, oftmals mit einem sichtbaren Biofilm oder Milchresten verschmutzt. AuRerdem
wurden die Zitzenbecher teilweise nicht aus den Halterungen zum Trocknen genommen oder
es war stehendes Wasser in den Leitungen vorhanden, was zu einem Wachstum von
Mikroorganismen fuhren kann. Viele Hofe boten die Abgabe von Rohmilch an Privatpersonen
an, jedoch wurde hierbei der Zapfhahn nach der Milchentnahme h&ufig nicht mit Wasser
gespult. Insgesamt unterstrichen diese Informationen die Hypothese, dass jeder Hof
individuelle Schwachstellen im Hygienemanagement hat, die zu einem erhtéhten Eintrag von
Pseudomonas fuihren kénnen. Die Pseudomonas-unauffalligen Hofe, insbesondere Hof 6 und
Hof 7, wiesen jedoch im Vergleich zu den Pseudomonas-auffalligen Héfen weniger

Hygienemangel auf.

1.5 Analyse des Einflusses von Lagerung und Transport auf die Pseudomonas-
Keimzahl

1.5.1 Veranderungen der absoluten Pseudomonas-Keimzahl

Zur Analyse des Einflusses des Transports der Rohmilch zur Molkerei und der Lagerung im
Rohmilchstapeltank auf die Pseudomonas-Keimzahlen wurden insgesamt sieben
Sammeltouren unterschiedlicher GroRe beprobt. Die genaue Zusammensetzung der
Sammeltouren ist in Tabelle 3 einsehbar. Die Touren bestanden aus Rohmilch der
Hofsammeltanks aller Erzeugerbetriebe, die im Rahmen dieser Tour abgeholt wurde, einer bis
zwei Sammelwagenproben (in letzterem Fall bestehend aus Zugmaschine und Hanger) sowie
einer Probe des Rohmilchstapeltanks der Molkerei. Letzterer konnte nur bei drei Touren (A, C
und D) beprobt werden. Von allen Proben wurde die Pseudomonas-Keimzahl per gPCR sowie
die Gesamtkeimzahl per Durchflusszytometrie ermittelt. Die Keimzahlen pro Probe sind in
Tabelle A 2 gelistet.

Insgesamt konnte bei drei der sieben Touren keine Veranderung der Pseudomonas-Keimzahl
wahrend Lagerung und Transport festgestellt werden (Abbildung 22). Tour A bestand aus
sechs Hofen, von denen je drei in einem Sammelwagentank transportiert wurden (Hof 1.1_A
— Hof 1.3 A in Wagen 1_A, Hof 2.1_A — Hof 2-3_A in Wagen 2_A). Die Pseudomonas-
Keimzahlen der Sammelwagenproben lagen mit log 1,75 bzw. log 2,05 Zellen*ml? jeweils
zwischen den Werten der zugehorigen Hofproben (log 1,65 — log 2,10 Zellen*mltbzw. log 1,70
—log 2,32 Zellen*ml?). Der Rohmilchstapeltank (Tank A), in dem die Milch 36 h gelagert wurde,
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wies mit log 1,83 Zellen*ml? ebenfalls eine Pseudomonas-Belastung zwischen jener der
beiden Sammelwagenproben auf. Ein ahnliches Bild ergab sich bei Tour B, bei der Wagen B
ebenfalls eine Pseudomonas-Keimzahl zwischen jener der 10 Hofproben, trotz einer relativ
langen Transportzeit von 9 h, aufwies. Bei Tour C konnte nur ein leichter Anstieg bei
Pseudomonas von 0,5 log-Stufen von Hof C (log 1,7 Zellen*ml) ber Wagen C (log 2,01
Zellen*ml?) zu Tank C (log 2,19 Zellen*ml?) festgestellt werden.
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Abbildung 22: Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen der Sammeltouren ohne Anstieg der
Pseudomonas-Keimzahlen

Die Rohmilch der drei Sammeltouren ohne Verénderung der Pseudomonas-Keimzahlen (Tour A-C)
wurde hinsichtlich der logarithmischen Pseudomonas (dunkelgrau) sowie Gesamtkeimzahl (hellgrau)
analysiert [log Zellen*mlI1]. Je Tour wurden alle Hofe, die Sammelwéagen (Kreis) und wenn maoglich der
Rohmilchstapeltank der Molkerei (schwarzer Punkt) beprobt. Die AuBentemperaturen am
Probenahmetag sind unter der Tourbezeichnung notiert und die Transport- bzw. Lagerdauer Gber den
jeweiligen Saulen der Sammelwagen bzw. Rohmilchstapeltanks. KA, keine Angabe

Hof 8_B
Hof 9_B
Hof 10_B
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Bei den restlichen Touren D-G konnte ein deutlicher Anstieg der Pseudomonas-Keimzahlen
festgestellt werden (Abbildung 23). Tour D zeigte einen vergleichbaren Aufbau zu Tour A, mit
zwei Sammelwéagen und einer Lagerdauer von 36 h im Rohmilchstapeltank. Im Gegensatz zu
Tour A konnte jedoch im Rohmilchstapeltank D mit log 3,27 Zellen*ml™? ein Anstieg der
Pseudomonas-Keimzahl im Vergleich zu den Sammelwagenproben (log 2,29 bzw. log 1,70
Zellen*mlt) festgestellt werden. Diese wiederum zeigten Werte, die zwischen jenen der
einzelnen Hofe lagen. Bei Tour E hatte die Sammelwagenprobe mit log 5,18 Zellen*ml* stark
erhbhte Pseudomonas-Keimzahlen im Vergleich zu den Hofproben, die Werte zwischen log
2,00 und 2,91 Zellen*ml* aufwiesen, obwohl die Transportzeit mit 3 h vergleichsweise kurz
war. Dies war auch bei Tour F der Fall, bestehend aus 11 Hofproben und einer
Sammelwagenprobe. Wagen F wies nach einer Lagerung von 3,25 h einen Anstieg von ca.
2 Log-Stufen im Vergleich zu den Hofproben auf. Bei der letzten analysierten Tour G, die nur
aus einer Hofprobe sowie der zugehérigen Sammelwagenprobe bestand, betrug die Differenz

nach einer Transportzeit von 1,5 h eine Log-Stufe.

Bei Analyse der Gesamtkeimzahlen wurde ein deutlicher Anstieg (> 1 log-Stufe) nur bei den
Sammelwégen von zwei der sieben Touren (Tour E und F, s. Abbildung 23) festgestellt. Bei
den Stapeltankproben wies lediglich Tank D einen leichten Anstieg von 0,4 log-Stufen im
Vergleich zu den beiden Sammelwégen auf. Insgesamt waren die Gesamtkeimzahlen der
Sammeltourenproben homogener und weniger stark beeinflusst von dem Transport im

Sammelwagen und der Lagerung im Stapeltank als die Pseudomonas-Keimzahlen.

Als mdglicher Einflussfaktor auf die Keimzahlen in der Rohmilch wurden die
AuRentemperaturen am Tag der Probennahme in Betracht gezogen, die insbesondere die
Keimzahlen im Sammelwagen beeinflussen konnten, da dieser nicht aktiv gekihlt ist.
Insgesamt waren die Temperaturen der Touren ohne Anstieg der Keimzahlen (Tour A-C) mit
10 °C, 23 °C und 5 °C geringer als bei den Touren mit Anstieg der Pseudomonas-Belastung
(Tour D-G, zwischen 20 und 27 °C). Insbesondere Tour E und F wiesen mit der warmsten
AulRentemperatur von 27 °C trotz kurzer Transportzeiten starke Anstiege in der Pseudomonas-
Keimzahl auf. Dies waren zudem die einzigen Touren, bei denen zusatzlich Anstiege in der

Gesamtkeimzahl festgestellt wurden.
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Abbildung 23: Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen der Sammeltouren mit Anstieg der
Pseudomonas-Keimzahl

Die Rohmilch der vier Sammeltouren mit Anstieg der Pseudomonas-Keimzahlen (Tour D-G) wurde
hinsichtlich der Pseudomonas-Keimzahl (dunkelgrau) sowie der Gesamtkeimzahl (hellgrau) analysiert
[log Zellen*ml?]. Je Tour wurden alle Hofe, die Sammelwagen (Kreis) und wenn mdoglich der
Rohmilchstapeltank der Molkerei (schwarzer Punkt) analysiert. Bei Hof 1.8_D und Hof 1.9 D waren
keine Gesamtkeimzahlen wegen eines Geratedefekts verfigbar. Die Auflentemperaturen am
Probenahmetag sind unter der Tourbezeichnung notiert und die Transport- bzw. Lagerdauer Gber den
jeweiligen Saulen der Sammelwéagen bzw. Rohmilchstapeltanks. KA, keine Angabe
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1.5.2 Veranderungen im Rohmilchmikrobiom

Zur Analyse der Veranderungen des Rohmilchmikrobioms wahrend dem Transport und der
gekihlten Lagerung in der Molkerei bis zur Prozessierung wurde die relative
Zusammensetzung der Rohmilchproben von Tour A und D per 16S rRNA
Amplikonsequenzierung ermittelt (Abbildung 24). Die genauen relativen Anteile pro Gattung
und Probe sind in Tabelle A 3 und Tabelle A 4 gelistet.
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Tour
A

Relativer Anteil [%]

Tour

Relativer Anteil [%]

Abbildung 24: Mikrobielle Zusammensetzung der Rohmilchproben von Sammeltour A und D
Die bakterielle Komposition von Tour A und D, bestehend aus den Hofen der Tour, jeweils zwei
Sammelwagenproben (Kreis) und dem Rohmilchstapeltank (schwarzer Punkt), wurde per 16S rRNA
Amplikonsequenzierung ermittelt. Die Zusammensetzung ist als relative Abundanz auf Gattungsebene
in % angegeben. Genera mit einem relativen Anteil < 1,5 % in allen Proben sind als ,Gattungen < 1,5 %"
zusammengefasst und zOTUs, die keiner Gattung zugeordnet werden konnten, als ,Unbekannt”. Die
Sammelwagen enthielten ausschlie3lich die Rohmilch der jeweils links angeordneten Hofe und die
Stapeltankproben nur jene der beiden Sammelwéagen.
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Insgesamt konnte in den Rohmilchproben beider Touren ein ahnliches Muster in der
mikrobiellen Zusammensetzung festgestellt werden. Neben Proben, die ein sehr
vergleichbares Mikrobiom zeigten, wie beispielsweise Hof 1.2_A, Hof 1.3_A, Wagen 1_A, Hof
2.1 _D oder Hof 2.2_D, fielen jedoch Proben auf, die durch eine einzelne Gattung dominiert
wurden, wie Hof 2.2_A, Wagen 2_A und Tank A durch Lactococcus oder Hof 2.4_D und

Wagen 2_D durch Microbacterium.

Bei Tour A konnte kein Anstieg der Pseudomonas-Keimzahl festgestellt werden. Hier besteht
das Kernmikrobiom, welches durch Gattungen definiert wurde, die in allen Proben > 1,5 %
vorhanden waren, aus Clostridium Cluster Xl (zwischen 3,4 und 10,6 %), Corynebacterium
(9,7 — 33,3 %), Romboutsia (4,8 — 14,8 %), Staphylococcus (2,3 — 36,9 %) und Turicibacter
(2,5 — 6,6 %). Gattungen, die in Tour A in einzelnen Proben > 30 % am Mikrobiom betrugen,
waren Corynebacterium bei Hof 1.2_A (33,3 %) und Hof 2.1_A (30,5 %), Lactococcus (Hof
2.2 _A:49,4%,Wagen 2_A: 32,2 %, Tank A: 40,8 %) und Staphylococcus (Hof 1.1_A: 36,9 %).
Bei dem Vergleich der Zusammensetzung der Rohmilchmikrobiota zwischen Sammelwagen
und Hofen wurde, ahnlich zu den absoluten Keimzahlen, analysiert, ob die relativen Anteile
bei den Sammelwagen zwischen jenen der zugehotrigen Hofproben lagen. Dies war bei Tour A
fur alle Gattungen der Fall, was darauf schlie3en lasst, dass der Transport zu keinen
bedeutenden Veranderungen im Milchmikrobiom fihrte. Beim Vergleich der Probe Tank A mit
den beiden Sammelwagenproben Wagen 1_A und Wagen 1_B zeigten sich jedoch gréRere
Unterschiede. Hohere relative Anteile im Sammeltank wurden fir Lactococcus (40,8 % in
Tank A vs. 2.3 und 32.2 % in Wagen 1_A und Wagen 1_B) und Rothia (1,5 % vs. <1,5 % in
beiden Wagen) gefunden. Niedrigere Werte traten bei Clostridium Cluster Xl (3,4 % vs. 4,8
und 5,7 %), Corynebacterium (12,2 % vs. 21,6 und 17,7 %), Romboutsia (4,8 % vs. 7,0 und
7,6 %) sowie Turicibacter (2,5 % vs. 3,5 und 3,8 %) auf. Pseudomonas wies in allen Proben
von Tour A Werte < 1,5 % auf.

Bei der Tankprobe von Tour B wurde ein Anstieg der Pseudomonas-Keimzahlen von ca. einer
Log-Stufe nachgewiesen. Bei dieser Tour gehdrten Clostridium Cluster XI (1,8 — 10,8 %),
Corynebacterium (1,9 — 41,6 %) und Romboutsia (2,6 — 17,1 %) zum Kernmikrobiom. Im Fall
von Staphylococcus und Turicibacter wies lediglich jeweils eine Probe Anteile < 1,5 % auf,
wohingegen jene der anderen Proben zwischen 2,4 und 32,4 % bzw. 1,6 und 13,7 %
schwankten. Gattungen mit relativen Anteilen > 30 % in einzelnen Proben waren bei Tour D
Microbacterium (Hof 2.4_D: 69,5 %, Wagen 2_D: 48,3 %), Streptococcus (Hof 1.1_D: 60,9 %),
Corynebacterium (Hof 1.10_D: 41,6 %) und Staphylococcus (Tank D: 32,4 %). Bei Vergleich

der mikrobiellen Zusammensetzung der Sammelwagenproben mit den jeweiligen Hofproben
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lagen die relativen Gattungen pro Sammelwagen wieder jeweils zwischen denen der
Hofproben. Als einzige Ausnahme wurde Microbacterium gefunden, welches < 1,5 % bei den
Proben Hof 2.1_D — Hof 2.4_D betrug, in Wagen 2_D jedoch 2,4 % ausmachte. Bei Vergleich
der Stapeltankprobe mit den beiden Sammelwagen wurden auch bei dieser Tour groR3ere
Unterschiede gefunden. Hohere Anteile im Sammeltank lagen bei Enterococcus (7,3 % in
Tank D vs. <1,5% in Wagen 1_D und 4,2 % in Wagen 2_D), Lactococcus (16,1 % vs. < 1,5
und 2,9 %), Leuconostoc (6,6 % vs. < 1,5 % in beiden Sammelwégen), Staphylococcus
(32,4 % vs. 2,6 % und 4,7 %) sowie Pseudomonas vor (3,4% vs. < 1,5 % in beiden
Sammelwéagen). Niedrigere Anteile wurden bei Clostridium Cluster XI (1,8 % vs. 9,1 und
5,0 %), Corynebacterium (4,1 % vs. 17,6 und 7,8 %), Romboutsia (2,6 % vs. 14,8 und 6,5 %)
und Turicibacter (< 1,5 % vs. 8,1 und 4,1 %) gefunden. Neben der Stapeltankprobe wies
lediglich Hof 1.8_D mit 1,7 % relative Pseudomonas-Anteile > 1,5 % auf.

Bei Vergleich der Mikrobiomdaten beider Touren konnten einige Parallelen gefunden werden.
Das Kernmikrobiom war mit Clostridium Cluster Xl, Corynebacterium, Romboutsia,
Staphylococcus und Turicibacter gleich. Auch machten Corynebacterium und Staphylococcus
haufig jeweils > 30 % des Mikrobioms einzelner Proben aus. Bei Analyse der Veranderungen
durch Lagerung und Transport wurde bei beiden Touren festgestellt, dass die
Sammelwagenproben eine gute Reprasentation der jeweiligen Hofproben waren. Die
Tankproben wiesen jedoch Unterschiede zu den Sammelwagenproben auf. Diese
Veradnderungen waren bei beiden Touren vergleichbar. Geringere Anteile wurden bei
Clostridium Cluster XI, Corynebacterium, Romboutsia und Turicibacter gefunden.
Interessanterweise sind dies groRtenteils die Gattungen des Kernmikrobioms. Hohere Anteile

in beiden Stapeltankproben wurden lediglich fir Lactococcus gefunden.

2 Charakterisierung dreier neuer Pseudomonas-Spezies

Die Gattung Pseudomonas ist eine sehr diverse phylogenetische Gruppe, die haufig in
Rohmilch vorkommt. Viele Stdmme, die in Vorarbeiten an unserem Institut aus Rohmilch oder
Milchhalbfabrikaten isoliert wurden, konnten keiner bisher beschriebenen Spezies zugeordnet
werden. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Charakterisierung zur validen
Neubeschreibung der drei Pseudomonas-Spezies Pseudomonas saxonica sp. nov, bestehend
aus dem Typstamm WS 50727 und dem zusatzlichen Stamm WS 5092, Pseudomonas
haemolytica mit WS 5063" und WS 5067 sowie Pseudomonas cremoris mit WS 5106" und
WS 5096 dargestellt. Die Daten wurden in Hofmann et al. (2020b), Hofmann et al. (2020a)

bzw. Hofmann et al. (2021) publiziert. Die Charakterisierungen basierten auf einem
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polyphasischen Ansatz, bei dem die neuen Spezies anhand von phylogenetischen,
chemotaxonomischen, physiologischen und biochemischen Merkmalen beschrieben und von

den am néachsten verwandten Spezies abgegrenzt wurden.
2.1 Phylogenetische Analysen

2.1.1 Einzelgenanalysen auf Basis von 16S rRNA und rpoD

Pseudomonas saxonica sp. nov.

Fir eine erste Spezies-ldentifizierung der Stamme WS 5072T und WS 5092 wurden die rpoD-
Sequenzen per Sanger-Sequenzierung ermittelt und mithilfe der GenBank Datenbank
analysiert. WS 50727 und WS 5092 zeigten hierbei eine Sequenziibereinstimmung von
99,56 %, was die Zugehdrigkeit zur gleichen Spezies indizierte. Die am néchsten verwandten
Spezies auf Basis des rpoD-Gens waren Pseudomonas fragi DSM 3456", Pseudomonas
weihenstephanensis DSM 29166', Pseudomonas deceptionensis DSM 265217,
Pseudomonas psychrophila DSM 175357, Pseudomonas versuta LMG 29628", Pseudomonas
taetrolens DSM  21104" und Pseudomonas lundensis DSM 62527  mit
Sequenzibereinstimmungen zwischen 93 und 90 %. Da diese Werte deutlich unter dem
Grenzwert von 98 % zur Speziesabgrenzung lagen, wurde das Vorhandensein einer neuen

Spezies angenommen.

Zur Analyse der 16S rRNA Phylogenie wurden die aus den Genomen extrahierten 16S rRNA
Sequenzen der neuen Spezies verwendet. Hier zeigte ebenfalls die sehr hohe
Sequenzibereinstimmung von 99,93 % zwischen WS 50727 und WS 5092 die Zugehorigkeit
zur gleichen Spezies an. Ahnlichkeiten zu verwandten Typstammen mit tiber 99 % wurden fur
P. weihenstephanensis DSM 29166, P. deceptionensis DSM 265217, P. versuta LMG 296287,
P. fragi DSM 34567, P. psychrophila DSM 17535", P. taetrolens DSM 21104" und P. lundensis
DSM 6252T gefunden. Auf Basis der Ergebnisse dieses Sequenzvergleiches wurde mit den
am nachsten verwandten Spezies ein Maximum-Likelihood phylogenetischer Baum mit dem
Tamura-Nei Modell berechnet, der in Abbildung 25 gezeigt ist. P. saxonica sp. nov. bildete
anhand der 16S rRNA Phylogenie ein Cluster zusammen mit P. fragi DSM 3456 und P.
deceptionensis LMG 25555'.
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Abbildung 25: Maximum-Likelihood Phylogenie von P. saxonica sp. hov. basierend auf 16S rRNA
Der phylogenetische Baum zeigt WS 50727 und WS 5092 mit deren am nachsten verwandten Spezies
auf Basis fast-vollstéandiger 16S rRNA Gensequenzen (1224 Nukleotidpositionen im finalen Datenset).
Bootstrap-Werte > 50 % basierend auf 1000 Wiederholungen sind an den Knotenpunkten notiert.
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071T wurde als AulRengruppe verwendet (gestrichelte Linie, um
Faktor zwei verkirzt). Genomidentifizierungsnummern sind in Klammern angegeben. Die in den
phylogenetischen Analysen verwendeten Referenzspezies sind mit einem Stern gekennzeichnet. Die
Stamme der neuen Spezies sind fett markiert. Der eingezeichnete Balken entspricht 0,001
Substitutionen pro Nukleotidposition. (Hofmann et al., 2020b)

Pseudomonas haemolytica sp. nov.

Analog zu P. saxonica sp. nov. wurde bei P. haemolytica sp. nov. die initiale Speziesidentitét
anhand des rpoD-Gens festgestellt. Auch hier wurde wegen der hohen Ahnlichkeit von
99,56 % die Zugehorigkeit zur gleichen Spezies bei WS 5063 und WS 5067 angenommen.
Die am nachsten verwandten Typstdmme waren in diesem Fall Pseudomonas libanensis DSM
17149", Pseudomonas synxantha DSM 18928", Pseudomonas grimonti DSM 175157,
Pseudomonas antarctica DSM 15318T, Pseudomonas marginalis DSM 13124T, Pseudomonas
fluorescens DSM 500907 wund Pseudomonas paralactis DSM 291647 mit
Sequenzibereinstimmungen zwischen 95 und 93 %. Daher konnten auch in diesem Fall die

neuen Stdmme keiner bisher beschriebenen Spezies zugeordnet werden.
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Bei Analyse des 16S rRNA Gens wiesen WS 5063" und WS 5067 eine
Sequenzibereinstimmung von 99,93 % auf. Werte Uber 99 % wurden flur die Typstamme
P. fluorescens DSM 50090", Pseudomonas canadensis LMG 284997, Pseudomonas poae
DSM 149367, Pseudomonas extremaustralis DSM 178357, Pseudomonas brenneri DSM
152947 sowie P. grimontii DSM 17515 gefunden. Auf Basis dieser Sequenzanalysen wurden
die Typstamme fir die 16S rRNA Phylogenie ausgewahlt, die in Abbildung 26 dargestellt ist.
P. haemolytica sp. nov. bildete einen separaten Ast neben P. fluorescens DSM 50090,
P. canadensis LMG 28499" und Pseudomonas salomonii CFBP 2022".
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Abbildung 26: Maximum-Likelihood Phylogenie von P. haemolytica sp. nov. basierend auf
16S rRNA

Der phylogenetische Baum zeigt WS 5063T und WS 5067 mit deren am nachsten verwandten Spezies
auf Basis fast-vollstandiger 16S rRNA Gensequenzen (1319 Nukleotidpositionen im finalen Datenset).
Bootstrap-Werte > 50 % basierend auf 1000 Wiederholungen sind an den Knotenpunkten notiert.
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071T wurde als AulRengruppe verwendet (gestrichelte Linie, um
Faktor zwei verkirzt). Genomidentifizierungsnummern sind in Klammern angegeben. Die in den
phylogenetischen Analysen verwendeten Referenzspezies sind mit einem Stern gekennzeichnet. Die
Stdmme der neuen Spezies sind fett markiert. Der eingezeichnete Balken entspricht 0,001
Substitutionen pro Nukleotidposition. (Hofmann et al., 2020a)

Pseudomonas cremoris sp. nov.

Die Stamme WS 5106 und WS 5096 von P. cremoris sp. nov. zeigten bei der rpoD-Phylogenie

eine vollstandige Sequenzhomologie. Der am ndchsten verwandte Typstamm war P. grimontii
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DSM 17515" mit 95.6 % Ubereinstimmung, gefolgt von P. marginalis DSM 131247 (95.3 %),
Pseudomonas panacis DSM 18529 (94.7 %), Pseudomonas lurida DSM 15835" (93.1 %),
Pseudomonas veronii DSM 113317 (93.1 %) und Pseudomonas trivialis DSM 149377 (93.0 %).
Auch hier indizierten die Differenzen zu den anderen Typstdmmen das Vorhandensein einer

neuen Spezies.

Bei der 16S rRNA Sequenzanalyse waren die Sequenzen von WS 5106" und WS 5096
ebenfalls identisch. Werte Uber 99 % zu anderen Typstammen wurden fir P. poae DSM
149367, P. trivialis, DSM 149377, P. lurida DSM 15835", Pseudomonas simiae DSM 188617,
Pseudomonas costantini DSM 16734", Pseudomonas extremorientalis DSM 158247,
P. antarctica DSM 15318", Pseudomonas meridiana DSM 153197, P. extremaustralis DSM
178357, P. veronii DSM 113317, P. canadensis LMG 28499 und Pseudomonas palleroniana
DSM 16825" gefunden. Der Maximum-Likelihood phylogenetische Baum auf Basis der 16S
rRNA flr P. cremoris sp. nov. ist in Abbildung 27 gezeigt. P. cremoris sp. nov. war in einem
Cluster zusammen mit P. lurida DSM 15835" und P. costantinii DSM 167347 lokalisiert.
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Abbildung 27: Maximum-Likelihood Phylogenie von P. cremoris sp. nov. basierend auf 16S rRNA
Der phylogenetische Baum zeigt WS 5106 und WS 5096 mit deren am nachsten verwandten Spezies
auf Basis fast-vollstandiger 16S rRNA Gensequenzen (1323 Nukleotidpositionen im finalen Datenset).
Bootstrap-Werte > 50 % basierend auf 1000 Wiederholungen sind an den Knotenpunkten notiert.
Pseudomonas pertucinogena NBRC 14163" wurde als Aul3engruppe verwendet (gestrichelte Linie, um
Faktor zehn verkirzt). Genomidentifizierungsnummern sind in Klammern angegeben. Die in den
phylogenetischen Analysen verwendeten Referenzspezies sind mit einem Stern gekennzeichnet. Die
Stamme der neuen Spezies sind fett markiert. Der eingezeichnete Balken entspricht 0,001
Substitutionen pro Nukleotidposition.
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2.1.2 Multilocus Sequence Analyses (MLSA)

Da Pseudomonas aufgrund der engen Speziesverwandtschaft auf Basis von Einzelgenen
schwer einzuordnen ist, wurden fur P. saxonica sp. nov. und P. haemolytica sp. nov. Multilocus
Sequence Analyses (MLSA) nach Mulet et al. (2010) durchgefihrt. Diese basieren auf den
konkatenierten partiellen Sequenzen von 16S rRNA, gyrB, rpoD und rpoB und ermdglichen
dadurch eine hohere phylogenetische Auflosung. Die Gensequenzen wurden aus den Draft-
Genomen isoliert, welche zunéchst anhand der minimalen Standards fir die Verwendung von

Genomdaten fur Taxonomie nach Chun et al. (2018) charakterisiert wurden.

Pseudomonas saxonica Sp. nov.

Die Assemblierungen der Genomsequenzen von WS 50727 und WS 5092 waren nach Parks
et al. (2015) und Chain et al. (2009) nearly complete high quality mit geringen Leveln an
geschatzten Kontaminationen. Weitere Charakteristika der Genomassemblierungen und -

annotationen sind in Tabelle 15 gelistet.

Tabelle 15: Charakteristika der Genomassemblierung und —annotation von P. saxonica sp. nov.

Charakteristikum WS 50727 | WS5092

Genomassemblierung:
Grol3e des Assemblies [Mb] 53 5,2
G+C Gehalt [%] 56,29 56,05
Anzahl an Contigs 41 145
Durchschnittliche Contig-Grolie [kb] 129 36
N10 [kb] 1548 183
N50 [kb] 551 89
N9O0 [kb] 137 25
Sequenziertiefe [-fach] 59,3 101,6
Geschatzte Vollstandigkeit [%6] 100 100
Geschétzte Kontaminationen [%] 0.18 0,13

Genomannotation:
Gene (kodierend) 4687 4586
rRNAs (5S, 16S, 23S) 4;1;1 51;1
tRNAs 63 64
Pseudogene 124 161

nach Hofmann et al. (2020b)

Zur Analyse der MLSA-Phylogenie wurden die verwendeten Referenztypstdmme anhand der
Ergebnisse der rpoD und 16S rRNA Analysen ausgewahlt. Abbildung 28 zeigt den Maximum-
Likelihood phylogenetischen Baum auf Basis des Tamura-Nei Models. WS 50727 und WS
5063 zeigten einen deutlich abgegrenzten Ast, welcher durch hohe Bootstrap-Werte gestiitzt

war. Die neue Spezies lag in einem Cluster zusammen mit P. weihenstephanensis DSM
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29166, P. fragi DSM 34567, P. deceptionensis DSM 265217 und P. psychrophila DSM 175357

und somit in der P. fragi-Gruppe innerhalb des P. fluorescens Komplexes (Garrido-Sanz et al.,

2016). Diese Ergebnisse unterstutzten die Annahme des Vorliegens einer neuen Spezies.

0.01
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Abbildung 28: Maximum-Likelihood Phylogenie von P. saxonica sp. nov. basierend auf MLSA

Der phylogenetische Baum zeigt WS 50927 und WS 5072 mit deren am nachsten verwandten Spezies
auf Basis der konkatenierten partiellen Sequenzen von 16S rRNA, gyrB, rpoD und rpoB (3636
Nukleotidpositionen im finalen Datenset). Bootstrap-Werte > 50 % basierend auf 1000 Wiederholungen
sind an den Knotenpunkten notiert. Pseudomonas aeruginosa DSM 500717 wurde als AuRengruppe
verwendet (gestrichelte Linie, um Faktor zehn verkirzt). Identifizierungshnummern der verwendeten
Genom- oder Einzelsequenzen sind in Klammern angegeben. Die in den phylogenetischen Analysen
verwendeten Referenzspezies sind mit einem Stern markiert. Die Stdmme der neuen Spezies sind fett
markiert. Der eingezeichnete Balken entspricht 0,01 Substitutionen pro Nukleotidposition. (Hofmann et

al., 2020b)
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Pseudomonas haemolytica sp. nov.

Analog zu den Draft-Genomassemblierungen von P. saxonica sp. nov. waren jene von WS
5063"und WS 5067 ebenfalls nearly-complete high quality mit geringen Leveln an geschatzten
Kontaminationen. Weitere Eigenschaften der Genomassemblierungen und -annotationen sind

in Tabelle 16 verzeichnet.

Tabelle 16: Charakteristika der Genomassemblierung und —annotation von P. haemolytica sp.
nov.

Charakteristikum WS 5063" | WS 5067

Genomassemblierung:
Grol3e des Assemblies [Mb] 6,0 6,1
G+C Gehalt [%] 60,03 59,82
Anzahl an Contigs 22 28
Durchschnittliche Contig-Grolie [kb] 219 273
N10 [kb] 760 1343
N50 [kb] 592 639
N90 [kb] 144 246
Sequenziertiefe [-fach] 158.6 91,3
Geschatzte Vollstandigkeit [%6] 90,93 90,93
Geschatzte Kontaminationen [%] 0,41 0,98

Genomannotation:
Gene (kodierend) 5318 5424
rRNAs (5S, 16S, 23S) 2;1;0 6;1:0
tRNAs 64 66

nach Hofmann et al. (2020a)

Die Maximum-Likelihood Phylogenie von P. haemolytica sp. nov. wurde analog zu P. saxonica
ermittelt und ist in Abbildung 29 gezeigt. WS 5063" und WS 5067 bildeten einen deutlich
abgetrennten Ast in Nachbarschaft zu P. libanensis DSM 17149™ und P. synxantha DSM
18928" innerhalb der P. fluorescens-Gruppe (Garrido-Sanz et al., 2016). Auch bei
P. haemolytica sp. nov. deutete die MLSA-Phylogenie auf das Vorliegen einer neuen Spezies
hin.
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Abbildung 29: Maximum-Likelihood Phylogenie von P. haemolytica sp. nov. basierend auf MLSA
Der phylogenetische Baum zeigt WS 5063T und WS 5067 mit deren am nachsten verwandten Spezies
auf Basis der konkatenierten partiellen Sequenzen von 16S rRNA, gyrB, rpoD und rpoB (3647
Nukleotidpositionen im finalen Datenset). Bootstrap-Werte > 50 % basierend auf 1000 Wiederholungen
sind an den Knotenpunkten notiert. Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 wurde als AuRBengruppe
verwendet (gestrichelte Linie, um Faktor zehn verkurzt). Identifizierungsnummern der verwendeten
Genom- oder Einzelsequenzen sind in Klammern angegeben. Die in den phylogenetischen Analysen
verwendeten Referenzspezies sind mit einem Stern markiert. Die Stamme der neuen Spezies sind fett
markiert. Der eingezeichnete Balken entspricht 0,01 Substitutionen pro Nukleotidposition. (Hofmann et
al., 2020a)
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2.1.3 Kerngenom-Analysen

Bei P. cremoris sp. nov. wurden zu einem spateren Zeitpunkt anstelle der MLSA-Phylogenie
Analysen auf Basis des Kerngenoms durchgefiihrt, um eine héhere Auflésung zu erreichen.
Die Assemblierungen der dafur verwendeten Draft-Genome von WS 5106" und WS 5096
waren nearly complete high quality, wobei WS 5106™ hohe und WS 5096 geringe geschatzte
Kontaminationen aufwiesen. Die restlichen Charakteristika der Genomassemblierungen und -

annotationen von P. cremoris sp. nov. sind in Tabelle 17 einsehbar.

Tabelle 17: Charakteristika der Genomassemblierung und —annotation von P. cremoris sp. nov.

Charakteristikum WS 51067 | WS 5096

Genomassemblierung:
GroRRe des Assemblies [Mb] 7,2 7,0
G+C Gehalt [%] 60,1 59,7
Anzahl an Contigs 36 50
L50 6 7
L75 11 14
Durchschnittliche Contig-Grolie [kb] 201 139
N10 [kb] 786 786
N50 [kb] 433 323
N75 [kb] 323 191
N90 [kb] 143 96
Sequenziertiefe [-fach] 27,4 31,7
Geschatzte Vollstandigkeit [%6] 99,9 99,9
Geschatzte Kontaminationen [%] 13.7 0,86

Genomannotation:
Gene (kodierend) 6515 6308
rRNAs (5S, 16S, 23S) 2;1;1 2;1;1
tRNAs 61 58

nach Hofmann et al. (2021)

Das Kerngenom fiir die phylogenetischen Analysen bestand aus den Sequenzen von 2280
Genen, welche bei allen Typstammen des ausgewahlten Stammsets vorhanden waren.
Dieses bestand aus allen Spezies der Pseudomonas fluorescens Gruppe. Abbildung 30 zeigt
die Maximum-Likelihood Phylogenie von WS 5106™ und WS 5096 mit den verwandten
Typstammen auf Basis des Alignments des gemeinsamen Kerngenoms und dem general time-
reversible Nukleotidsubstitutionsmodells. WS 5106" und WS 5096 bildeten einen deutlich
abgetrennten Ast innerhalb der Pseudomonas fluorescens Gruppe (Garrido-Sanz et al., 2016).
Die am nachsten verwandten Spezies waren Pseudomonas kairouanensis CECT 9766" und
Pseudomonas nabeulensis CECT 9765'. Diese Spezies wurden nach Abschluss der
phanotypischen Charakterisierungen valide beschrieben (Oueslati et al., 2019) und konnten
deshalb nicht in den initialen Einzelgenanalysen sowie der Auswahl der Typstamme fiir die

phanotypischen Charakterisierungen bertcksichtigt werden.
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Abbildung 30: Maximum-Likelihood Phylogenie von P. cremoris sp. nov. auf Basis des
Kerngenoms

Der phylogenetische Baum zeigt WS 5106 und WS 5096 mit den Spezies der Pseudomonas
fluorescens Gruppe auf Basis der konkatenierten Sequenzen von 2280 Genen, die das Kerngenom der
52 Typstamme bildeten. Zur Ubersichtlichkeit sind nur ultrafast bootstrap approximation Werte < 95 %
basierend auf 1000 Wiederholungen gezeigt, um unklare Aste zu markieren. Pseudomonas
pertucinogena NBRC14163" wurde als Aul3engruppe genutzt (gestrichelte Linie, um 0,05 Substitutionen
pro Nukleotidposition verklrzt). Identifizierungsnummern der verwendeten Genom- oder
Einzelsequenzen sind in Klammern angegeben. Die in den phylogenetischen Analysen verwendeten
Referenzspezies sind mit einem Stern gekennzeichnet. Die Stamme der neuen Spezies sind fett
markiert. Der eingezeichnete Balken entspricht 0,01 Substitutionen pro Nukleotidposition. (Hofmann et
al., 2021)

84

[ Pseudomonas savastanoi pv. savastanol NCPPB 33357 (CPO08742.1)

Pseudomonas weihenstephanensis DSM 291667 (JYLFO1)



Ergebnisse

2.1.4 Analysen der Average Nucleotide Identity (ANI)

Als finale Abgrenzung der neuen Spezies wurden paarweise ANIm-Werte zu den am nachsten

verwandten Typstammen auf Basis der vorhergehenden phylogenetischen Analysen

berechnet. Der Grenzwert zur Spezieszuordnung liegt hierbei bei einem ANIm von 95 %

(Richter & Rosell6-Maora, 2009).

Pseudomonas saxonica Sp. nov.

Der paarweise ANIm-Wert von 98,9 % zwischen WS 5072" und WS 5092 bestatigte die

Zugehdrigkeit zur gleichen Spezies. Der am nachsten verwandte Typstamm war mit 86,3 %

P. fragi DSM 3456'. Da dieser Wert jedoch deutlich unter dem Grenzwert von 95 % lag, konnte

P. saxonica sp. nov. als neue Spezies abgegrenzt werden (Tabelle 18).

Tabelle 18: ANIm Werte zwischen P. saxonica sp. nov. und den Referenztypstammen der

verwandten Pseudomonas Spezies

paarweiser ANIm [%] mit Stamm

Stamm 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 P. saxonica WS 50727 98,9 863 860 859 859 859 856 855 828
2 P. saxonica WS 5092 - 86,3 86,0 859 859 857 857 855 829
3 P.fragi DSM 34567 - 88,3 88,2 86,7 861 86,1 864 831
4 P. deceptionensis DSM 265217 - 89,3 87,0 859 86,2 86,4 830
5 P. psychrophila DSM 175357 - 86,5 85,7 859 86,4 83,0
6 P.versuta LMG 296287 - 856 858 86,1 83,0
7 P.lundensis DSM 62527 - 86,7 85,6 83,0
8 P. weihenstephanensis DSM 291667 - 85,6 829
9 P.taetrolens DSM 211047 - 83,0
10 P. aeruginosa DSM 500717 -

nach Hofmann et al. (2020b)
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Pseudomonas haemolytica sp. nov.

Auch bei P. haemolytica sp. nov, konnte fur WS 5063™ und WS 5067 mit einem ANIm-Wert
von 98,7 % die Spezieszugehdrigkeit bestétigt werden. Als am n&chsten verwandte Spezies
wurden mit 91,4 % P. synxantha DSM 18928 und P. libanensis DSM 171497 festgestellt. Auch
hier waren der ANIm-Werte gering genug, um P. haemolytica sp. nov. als neue Spezies

abgrenzen zu kénnen (Tabelle 19).

Tabelle 19: ANIm Werte zwischen P. haemolytica sp. nov. und den Referenztypstdmmen der
verwandten Pseudomonas Spezies

paarweiser ANIm [%] mit Stamm

Stamm 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 P. haemolytica WS 50637 98,7 914 914 90,3 90,2 883 883 878 834
2 P. haemolytica WS 5067 - 915 914 905 90,2 883 883 878 834
3 P. synxantha DSM 189287 - 95,7 90,1 90,2 880 881 87,7 835
4 P. libanensis DSM 171497 - 90,4 90,4 880 882 87,7 835
5 P. lactis DSM 291677 - 90,9 88,1 88,2 879 835
6 P. paralactis DSM 291647 - 879 88,1 87,7 836
7 P. fluorescens DSM 500907 - 88,3 875 834
8 P. canadensis LMG 284997 - 87,9 835
9 P.poae DSM 149367 - 83,6
10 P. aeruginosa DSM 500717 -

nach Hofmann et al. (2020a)

Pseudomonas cremoris sp. nov.

Wie bereits bei den Einzelgenanalysen wiesen die Stamme WS 5106" und WS 5096 auch bei
den ANIm Analysen eine hohe Ubereinstimmung von 99,9 % auf. Als am néachsten verwandter
Referenztypstamm wurde P. nabeulensis CECT 9765" mit einem ANIm-Wert von 90,1 %
identifiziert. Auf Basis dieser Ergebnisse konnte auch P. cremoris sp. nov. als neue Spezies

abgegrenzt werden (Tabelle 20).
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Tabelle 20: ANIm Werte zwischen P. cremoris sp. nov. und den Referenztypstammen der verwandten Pseudomonas Spezies

paarweiser ANIm [%] mit Stamm

Stamm 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 P.cremoris WS 51067 999 901 898 889 889 889 887 886 836 836 836 835 881 834
2 P.cremoris WS 5096 - 90.1 898 890 889 889 887 886 836 886 836 8385 881 834
3 P.nabeulensis CECT 97657 - 899 891 891 890 888 887 888 887 887 884 880 835
4  P. kairouanensis CECT 97667 - 89.0 890 889 887 887 837 887 8387 883 871 834
5 P. canadensis LMG 284997 - 90.7 907 920 891 890 902 89.0 886 883 835
6 P.azotoformans DSM 188627 - 944 904 89.2 893 906 89.3 887 883 835
7 P. extremorientalis LMG 196957 - 904 89.2 893 905 892 885 882 836
8 P.simiae LMG 28180" - 89.0 889 904 941 883 880 835
9 P. grimontii CIP 106645 - 941 892 941 8387 886 835
10 P. marginalis DSM 131247 - 89.2 972 887 885 836
11 P. lurida LMG 219957 - 89.2 886 882 835
12 P. panacis DSM 185297 - 88.7 885 83.6
13 P. costantinii LMG 221197 - 89.1 83.6
14 P. fluorescens DSM 500907 - 834
15 P. aeruginosa DSM 500717 -

nach Hofmann et al. (2021)
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2.2 Morphologische Charakterisierung

Zur Charakterisierung der Morphologie wurden sowohl die Kolonien makroskopisch nach
Wachstum auf Universalagar als auch die Zellen mikroskopisch analysiert.

2.2.1 Morphologie von Pseudomonas saxonica sp. nov.

Die Kolonien des Typstammes WS 50727 wiesen nach 24 h Inkubation auf TSA bei 30 °C eine
heterogene Morphologie auf (Abbildung 31A). Die Kolonietypen konnten getrennt isoliert und
charakterisiert werden. Der kleinere Kolonietyp wies einen Durchmesser von 0,5-1 mm, eine
glanzende Oberflache, eine konvexe Form sowie eine hellere Farbe auf (Abbildung 31B). Der
groRere Kolonietyp war durchscheinend und beigefarben, glanzend, flach und hatte einen
Durchmesser von 1-2 mm (Abbildung 31C). Durch Abgleich der 16S rRNA und rpoD-
Sequenzen beider Kolonietypen konnte eine Kontamination mit einer anderen Spezies
ausgeschlossen werden. Auch war die mikroskopische Zellmorphologie beider Kolonietypen
gleich. WS 5092 zeigte lediglich den grdReren Kolonietyp. Der Gramtyp der Zellen wurde per
KOH-Test als Gram-negativ identifiziert. Unter dem Mikroskop waren motile, gekrimmte
Stabchen mit einer Lange von durchschnittlich 2,6 um (1,6-3,5 um) und einer Breite von 1,2 um
(1,0-2,0 um) sichtbar (Abbildung 31D). Es konnten keine Zelleinschliisse festgestellt werden.

Die Beweglichkeit wurde im Moatilitatstest mit halbfestem Agar bestatigt.

Abbildung 31: Heterogene Koloniemorphologie und Zellmorphologie von P. saxonica WS 50727
Nach Inkubation auf TSA zeigte der Typstamm von P. saxonica eine heterogene Koloniemorphologie
auf (A), welche aus dem kleineren Kolonietyp mit hellerer Farbe (B) und dem groRReren beigefarbenen
Kolonietyp (C) bestand. Die Phasenkontrastaufnahme von P. saxonica WS 50727 entstand nach
Inkubation auf TSA fir 24 h (D). (Hofmann et al., 2020b)
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2.2.2 Morphologie von Pseudomonas haemolytica sp. nov.

P. haemolytica WS 5063T wuchs nach Inkubation fur 24 h bei 30 °C auf TSA als beige,
glanzende, runde Kolonie mit einem Durchmesser von 1 mm (Abbildung 32A). Die Zellen
waren Gram-negativ und hatten eine gekrimmte Stabchenform ohne Zelleinschliisse mit einer
durchschnittlichen Lange von 2,2 um (1,5-3,2 um) und einer Breite von 0,9 pm (0,6-1,2 pum)
(Abbildung 32B). Matilitat war sowohl mikroskopisch als auch makroskopisch nachweisbar.

Abbildung 32: Kolonie- und Zellmorphologie von P. haemolytica WS 50637

Nach Inkubation auf TSA hatte der Typstamm von P. haemolytica beige, glanzende und runde Kolonien
(A). Die Phasenkontrastaufnahme von P. haemolytica WS 50637 entstand nach Inkubation auf TSA fir
24 h (B). (Hofmann et al., 2020a)

2.2.3 Morphologie von Pseudomonas cremoris sp. nov.

Nach Inkubation auf TSA fur 24 h bei 28 °C wiesen die Kolonien von P. cremoris WS 5106"
runde, gldnzende und cremefarbene Kolonien mit einem Durchmesser von 1,0-1,5 mm auf
(Abbildung 33A). Die Zellen waren Gram-negativ, motil und ohne Zelleinschlisse. Die
gekrimmten Stébchen hatten eine durchschnittliche Lange von 2,5 um (1,7-3,7 um) und eine
Breite von 0,9 um (0,6-1,1 um) (Abbildung 33B).

Abbildung 33: Kolonie- und Zellmorphologie von P. cremoris WS 51067

Nach Inkubation auf TSA hatte der Typstamm von P. cremoris cremfarbene, glanzende und runde
Kolonien (A). Die Phasenkontrastaufnahme von P. cremoris WS 5063" entstand nach Inkubation auf
TSA fur 24 h (B). (Hofmann et al., 2021)
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2.3 Physiologische und biochemische Charakterisierung

Anhand physiologischer Merkmale wurden die neuen Spezies hinsichtlich ihrer
Wachstumseigenschaften charakterisiert. Weiterhin konnten anhand biochemischer Analysen
beispielsweise Enzymreaktionen oder Stoffwechseleigenschaften beschrieben werden.
Letztendlich sollten die neuen Spezies anhand dieser Charakteristika gegentber den

phanotypisch am nachsten verwandten Typstammem abgegrenzt werden.

2.3.1 Charakterisierung und Abgrenzung von Pseudomonas saxonica sp. nov.

Pseudomonas saxonica sp. nov. zeigte optimales Wachstum bei 25 bis 29 °C, einem pH-Wert
zwischen 6,0 und 7,0 sowie einer Salzkonzentration von 0,5-1 %. Die Wachstumskurven, auf
deren Basis die optimalen Bedingungen ermittelt wurden, sind in Abbildung A 2 gezeigt. Die
oberen und unteren Wachstumsgrenzen lagen bei 4 und 34 °C (Temperaturen unter 4 °C
wurden nicht getestet), einem pH von 5,5 bzw. 8 und einer Salzkonzentration von 0 — 7 %.
Wachstum unter anaeroben Bedingungen war nicht moglich. Der Oxidase- sowie der
Katalasetest waren positiv. Die Stamme wuchsen sowohl auf Cetrimid als auch auf R2A Agar.
Es wurden keine Pigmente auf King A Agar produziert. Die Bildung fluoreszierender Pigmente
auf King B Agar war stammspezifisch, da dies nur bei WS 5092 auftrat (Abbildung 34).

Abbildung 34: Stammspezifische Produktion fluoreszierender Pigmente auf King B Agar bei
P. saxonica sp. nov.

Bei WS 50727 konnten nach Inkubation auf King B Agar fur sieben Tage bei 25 °C keine
fluoreszierenden Pigmente unter UV-Licht festgestellt werden (A), jedoch fur WS 5092 (B).

Beide Stdmme hatten weder die Fahigkeit zur Starkehydrolyse, noch zur Proteolyse auf
Caseinagar oder zur B-Hamolyse auf Blutagar. Allerdings konnte a-Hamolyse sowie Lipolyse
auf Tributyrinagar sowohl bei 4 °C als auch bei 25 °C nachgewiesen werden. Negative
Reaktionen wurden im Fall der Nitratreduktion, Denitrifikation, Gelatinehydrolyse, H.S-
Produktion, Voges-Proskauer Reaktion, Bp-Galactosidase, Lysin-Decarboxylase, Ornithin-

Decarboxylase, Urease, Tryptophan-Desaminase und der Indolproduktion gefunden. Positiv
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waren  Citratmetabolisierung,  Arginin-Dihydrolase  sowie die  Aesculinproduktion.
Saureproduktion fand aus folgenden Zuckern statt: D-Arabinose, L-Arabinose, D-Arabit, D-
Cellobiose, D-Fructose, D-Fucose, L-Fucose, D-Galactose, D-Glucose, Glycerin, Gentiobiose,
Laktose, D-Lyxose, D-Mannose, D-Mannit, Maltose, Melibiose, D-Ribose, L-Rhamnose, D-
Sorbitol, L-Xylose (nur bei WS 50727) und D-Xylose. Keine Saure wurde aus den Zuckern D-
Adonit, N-Acetyl-D-Glucosamin, D-Amygdalin, Arbutin, L-Arabit, Dulcit, Erythrit, Methyl-a-D-
Mannopyranosid, D-Melezitose, Raffinose, L-Sorbose, D-Salicin, D-Sucrose, D-Trehalose, D-
Turanose, D-Tagatose, Xylit und Methyl-B-D-Xylopyranosid gebildet.

Die Eigenschaften, die P. saxonica sp. nov. von den Typstdmmen der am nachsten
verwandten Spezies unterschieden, sind in Tabelle 21 gelistet. Die Wachstumseigenschaften
von WS 5072" und WS 5092 waren vergleichbar zu jenen der anderen Spezies. Alle Stamme
mit Ausnahme von P. aeruginosa DSM 50071" konnten bei 4 °C wachsen und waren aus
diesem Grund psychrotolerant. Auch die tolerierte Hochsttemperatur war mit 34 °C fiur alle
Stamme einheitlich, jedoch war bei P. aeruginosa DSM 50071" bis 42 °C Wachstum
nachweisbar. Ebenso waren die tolerierten pH-Bereiche fir alle Stdmme mit min. 5,5 - 6,0 und
max. 8,0 vergleichbar. Die maximal tolerierte Salzkonzentration variierte zwischen 5 %
(P. deceptionensis DSM 265217) und 8 % (P. fragi DSM 34567, P. versuta LMG 29628" und
P. aeruginosa DSM 500717). Obwohl das aprX-lipA2-Operon bei einigen Stammen im Genom
vorhanden war, konnte in keinem Fall Proteolyse auf Caseinagar nachgewiesen werden. Bei
den phanotypischen Eigenschaften konnte P. saxonica sp. nov. mit mindestens flnf
Eigenschaften im Fall von P. taetrolens DSM 211047 unterschieden werden. Im Gegensatz zu
diesem Typstamm konnte WS 50727 keine fluoreszierenden Pigmente auf King B Agar bilden,
dafir zeigte er jedoch Motilitat in halbfestem Medium. Weiterhin konnte er von P. taetrolens
DSM 21104" durch die Aesculinhydrolyse sowie durch die Produktion von Saure aus L-Xylose
und D-Sorbit unterschieden werden. Als besondere Eigenschaft der neuen Spezies wurde die

Aesculinhydrolyse identifiziert, da diese Reaktion bei allen anderen Typstammen negativ war.

Insgesamt konnte P. saxonica sp. nov. auf Basis der phanotypischen und biochemischen
Eigenschaften von den am néachsten verwandten Spezies abgegrenzt werden, was die

Hypothese des Vorliegens einer neuen Spezies stitzte.
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Tabelle 21: Eigenschaften, die P. saxonica sp. nov. von den Typstdammen der am né&chsten
verwandten Spezies sowie der Typspezies P. aeruginosa unterscheiden
Stamme: 1: P. saxonica sp. nov. (WS 50727 und WS 5092); 2: P. fragi DSM 34567; 3:
P. weihenstephanensis DSM 291667; 4: P. deceptionensis DSM 26521T; 5. P. psychrophila DSM
17535T; 6: P. taetrolens DSM 21104T; 7: P. lundensis DSM 6252T; 8: P. versuta LMG 29628T; 9: P.
aeruginosa DSM 500717. + positiv; - negativ; NA, nicht messbar; * nur der Typstamm zeigte diese

Reaktion

Eigenschaft 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Proteolyse auf Caseinagar bei:
25°C - - - - - - - - +
4°C - - - - - - - - NA

Lipolyse auf Tributyrinagar bei:
25 °C + + + - + + + + +
4°C + + - + + + + - NA

B-Hamolyse auf Blutagar - - - - - - - - +

F!uoresmerende Pigmente auf % i + i i + + + +

King B

Motilitat in halbfestem Medium + + + - - - + - +

Arginin-Dihydrolase + - + + + + + + +

Aesculin-Hydrolyse + - - - - - - - -

Saureproduktion aus:
L-Xylose +* - - - - + - + -
Inosit - - + + - + + -
D-Mannit + + - + + + - + +
D-Sorbit + - - - - - - + -
D-Maltose + + + + + + + + -
D-Lactose + + + + + + + + -
D-Sucrose - + - + + - - + -
D-Trehalose - + + + + - - - +
D-Raffinose - - - + + - - - -
Xylit - - - - - - - + -
D-Lyxose + + + + + + - + +
D-Arabit + + - + + + - + -

Tolerierte pH-Werte 5;;5— 6-8 6-8 6-8 6-8 6-8 558 6-8 558

Tolerierte NaCl-Konzentration 07 08 0-6 0-5 0-6 0-7 0-7 0-8 0-8

[%, wiv]

Maximale

Wachstumstemperatur [°C] 34 34 34 34 34 34 34 34 42

Vorhandensein des aprX- i + + + i i + + +

lipA2-Operons

nach Hofmann et al. (2020b)

2.3.2 Charakterisierung und Abgrenzung von Pseudomonas haemolytica sp. nov.

Die optimalen Wachstumsbedingungen von P. haemolytica sp. nov. waren Temperaturen

zwischen 29 und 31 °C, pH-Werte zwischen 6,5 und 7,5 sowie Salzkonzentrationen zwischen

0,5 und 1,0 %. Die Wachstumskurven, die zur Identifizierung der Wachstumsoptima dienten,

sind in Abbildung A 3 gezeigt. Die tolerierten Wachstumsbedingungen waren Temperaturen

zwischen 4 und 34 °C, pH-Werte zwischen 5,5 und 8,0 sowie maximale NaCl-Konzentrationen

von 6,5 - 7,5 %. Wachstum unter anaeroben Bedingungen konnte nicht nachgewiesen werden
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und die Oxidase- sowie Katalasereaktion waren positiv. Beide Stamme konnten auf Cetrimid-
und R2A Agar wachsen. Eine Pigmentbildung auf King A Agar fand nicht statt, jedoch konnte
Fluoreszenz auf King B Agar nachgewiesen werden. P. haemolytica sp. nov. zeigte eine starke
Proteolyse auf Caseinagar sowie eine Lipolyse auf Tributyrinagar bei 4 und 30 °C. Starke
wurde hingegen nicht hydrolysiert. Auf Blutagar fand eine sehr starke B-Hamolyse bei beiden
Stammen statt, welche letztendlich ausschlaggebend bei der Namensfindung der neuen
Spezies war (Abbildung 35).

Abbildung 35: B-Hamolyse von P. haemolytica WS 5063Tauf Blutagar nach Inkubation fur 7 d
bei 30 °C. (Hofmann et al., 2020a)

Positive Ergebnisse wurden fir die Reaktionen der Gelatinehydrolyse, Citratmetabolisierung
und der Arginin-Dihydrolase ermittelt. Negative Ergebnisse ergaben die Nitratreduktion,
Denitrifikation, H>S-Produktion, Voges-Proskauer-Reaktion, [-Galactosidase, Lysin-
Decarboxylase, Urease, Tryptophan Desaminase, Indolproduktion sowie Aesculinhydrolyse.
Saure wurde aus folgenden Zuckern produziert: D-Adonitol, D-Arabinose, L-Arabinose, D-
Arabit, L-Arabit, D-Cellobiose, Erythrit, D-Fructose, D-Fucose, D-Galactose, D-Glucose,
Glycerin, Gentiobiose, Inosit, Laktose, D-Lyxose, D-Mannose, D-Sorbit, D-Trehalose, Xylit, L-
Xylose und D-Xylose. Keine Saureproduktion wurde bei N-Acetylglucosamin, Amygdalin,
Arbutin, Dulcitol, L-Fucose, Methyl-a-D-Glucosid, Glycogen, Inulin, Maltose, Methyl-a-D-
Mannosid, D-Melezitose, D-Gluconsaure-Kaliumsalz, Raffinose, L-Sorbose, D-Salicin, D-

Sucrose, D-Turanose, D-Tagatose, L-Xylose und Methyl-B-D-Xylopyranose nachgewiesen.

Die differenzierenden Eigenschaften zwischen P. haemolytica sp. nov. und den am nachsten
verwandten Typstammen sind in Tabelle 22 gezeigt. Die Wachstumsbedingungen der
analysierten Spezies sind ahnlich. Bis auf P. aeruginosa DSM 50071" konnten alle Typstamme
bei 4 °C wachsen. Die obere Wachstumsgrenze schwankte zwischen 34 °C fur P. haemolytica
sp. nov, P. fluorescens DSM 500907, P. canadensis LMG 28499" und P. poae DSM 149367
und 42 °C fur P. aeruginosa DSM 50071". Da ein Wachstum bei 37 °C als mdglicher
Pathogenitatsfaktor angesehen werden kann, wurde dies ebenfalls als abgrenzendes
Charakteristikum der neuen Spezies von P. synxantha DSM 18928", P. libanensis DSM
171497, P. lactis DSM 291677 und P. aeruginosa DSM 50071 gewertet. Der tolerierte pH-
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Bereich war fur alle Stamme mit 5,5-8,0 gleich. Die tolerierte maximale Salzkonzentration
variierte zwischen 5 und 8 %. Obwohl alle Typstamme das aprX-lipA2-Operon im Genom
aufwiesen, waren nur manche, einschlie8lich P. haemolytica sp. nov., proteolytisch auf
Caseinagar. Die geringste Anzahl an ph&notypischen Unterschieden zu P. haemolytica sp.
nov. wurden fir P. libanensis DSM 17149 und P. paralactis DSM 29164" gefunden. Ersterer
Typstamm unterschied sich durch die Fahigkeit, bei 37 °C zu wachsen, Nitrat zu reduzieren,
Séaure aus L-Xylose zu produzieren sowie der fehlenden (B-Hamolyse. P. paralactis DSM
291647 zeigte lediglich Unterschiede bei der Zuckerverwertung, da dieser Saure aus L-Xylose
und Maltose produzieren konnte, nicht jedoch aus Inosit und D-Sorbit.

Zusammenfassend stutzen die Analysen der phanotypischen und biochemischen
Eigenschaften von P. haemolytica sp. nov. die Annahme einer neuen Spezies.

Tabelle 22: Eigenschaften, die P. haemolytica sp. nov. von den Typstdmmen der am néachsten
verwandten Spezies sowie der Typspezies P. aeruginosa unterscheiden

Stamme: 1, P. haemolytica sp. nov. (WS 5063T und WS 5067); 2, P. synxantha DSM 18928T; 3,
P. libanensis DSM 17149T; 4, P. lactis DSM 29167T; 5, P. fluorescens DSM 500907; 6, P. paralactis
DSM 29164T; 7, P. canadensis LMG 28499T; 8, P. poae DSM 14936T; 9, P. aeruginosa DSM 50071".
+ positiv; - negativ; NA, nicht messbar

Eigenschaft 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Proteolyse auf Caseinagar bei:
30°C + + + + - + - - +
4°C + + + + - + - - NA
B-Hamolyse auf Blutagar + - - - - + B i +
Fluoreszierende Pigmente auf King B + + + + + + + - +
Nitratreduktion / Denitrifikation -/- +/- +/- -/- -/- -/- -/- ++  +H+
Gelatinehydrolyse + + + + - + - - +
Arginin-Dihydrolase + + + + + + + - +
Tryptophan-Desaminase - + - - - - + - i
Aesculinhydrolyse - - - - - - - + -
Saureproduktion aus:
Erythrit + + + + + + + - -
D-Arabinose + - + + - + - - +
L-Xylose - - + + - + - - -
D-Adonit + + + + + + + - -
Methyl-B-D-Xylopyranose - + - - - - + + -
Inosit + + + + + - + - -
D-Sorbit + + + + + - + - -
D-Maltose - - - - - + - - -
D-Lactose + + + + - + + - -
D-Sucrose - - - + + - + + -
D-Raffinose - - - + - - - - -
Xylit + + + + + + + - -
D-Arabit + + + + + + + - -

; 55- 55- 55- 55 55 55 55 55 55
Tolerierte pH-Werte 8 8 8 8 8 5 5 5 5
Tolerierte NaCl-Konzentration [%, w/V] 07 05 07 06 O07 08 06 06 08
Maximale Wachstumstemperatur [°C] 34 37 37 37 34 36 34 34 42
Vorhandensein des aprX-lipA2-Operons + + + + + + + + +

nach Hofmann et al. (2020a)
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2.3.3 Charakterisierung und Abgrenzung von Pseudomonas cremoris sp. nov.

P. cremoris sp. nov. zeigte die schnellsten Wachstumsraten bei einer Temperatur von 27-
29 °C, einem pH-Wert von 6,5-7,0 und einer NaCl-Konzentration von 0,5-1,0 %. Die
entsprechenden Wachstumskurven sind in Abbildung A 4 einsehbar. Als Wachstumsgrenzen
konnten 4°C und 34 °C, die pH-Werte 5,5 und 8,0 sowie eine maximale Salzkonzentration von
7 % ermittelt werden. Unter anaeroben Bedingungen fand kein Wachstum statt und die
Oxidase- und Katalasereaktion war positiv. Wachstum auf Cetrimid- und R2A Agar war
moglich. Keine Pigmente wurden auf King A gebildet und die Fluoreszenz auf King B Agar war
Stamme-spezifisch, da nur WS 5069 Pigmente bildete. Proteolyse auf Caseinagar sowie
Lipolyse auf Tributyrinagar waren bei beiden Stammen bei 6 und 28 °C deutlich sichtbar. Die
Starkehydrolyse und B-Hamolyse waren hingegen negativ. Positive Ergebnisse wurden bei
Gelatinehydrolyse, Citratmetabolisierung, Voges-Proskauer-Reaktion sowie der Arginin-
Dihydrolase gefunden. Die Urease-Reaktion war ebenfalls stammspezifisch und nur bei
WS 5096 positiv. Negative Reaktionen zeigten sich bei B-Galactosidase, Lysin-
Decarboxylase, Ornithin-Decarboxylase, H.S-Produktion, Tryptophan-Desaminase sowie
Indolproduktion. Im Gegensatz zu den anderen Referenzspezies konnte P. cremoris sp. nov.
Aesculin hydrolisieren. Saureproduktion wurde aus folgenden Zuckern ermittelt: D-Arabit, D-
Cellobiose, D-Fructose, D-Fucose, D-Galactose, D-Glucose, Lactose, D-Lyxose, D-Mannit, D-
Mannose, Melibiose, D-Ribose, D-Sorbit, D-Trehalose, D-Xylose, Erythrit, Gentiobiose,
Glycerin, Inosit, D-Gluconsaure-Kaliumsalz, L-Arabinose, L-Rhamnose, Methyl-B-D-
Xylopyranose, N-Acetylgucosamin und Xylit. Keine Saureproduktion fand aus Amygdalin,
Arbutin, D-Adonit, D-Arabinose, Maltose, Melezitose, Raffinose, Sucrose, D-Tagatose,
Turanose, Dulcit, Glycogen, Harnstoff, Inulin, L-Arabit, L-Fucose, L-Sorbose, L-Xylose, Methyl-

a-D-Mannosid und Salicin statt.

Tabelle 23 zeigt die differenzierenden Eigenschaften zwischen P. cremoris sp. nov. und
dessen am nachsten verwandten Typstammen. Da die Vertffentlichung der Spezies
P. nabeulensis CECT 9765" und P. kairouanensis CECT 9766 erst nach Abschluss der dieser
Charakterisierungen stattfand, wurden die Daten aus der Primarpublikation zum Vergleich
verwendet. Die geringste Anzahl an differenzierenden Merkmalen wurde zu P. kairouanensis
CECT 9766" gefunden. Dieser unterschied sich durch die Produktion fluoreszierender
Pigmente auf King B Agar, der fehlenden Gelatinehydrolyse sowie der Séaureproduktion aus
D-Arabinose. Da ein Grofiteil der Analysen nicht durch die Autoren der Prim&rpublikation

durchgefuhrt wurden, wird das Vorliegen weiterer Unterschiede vermutet.
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Insgesamt wurde durch die vorliegenden Ergebnisse die Hypothese des Vorhandenseins einer

neuen Spezies mit P. cremoris sp. nov. unterstutzt.

Tabelle 23: Eigenschaften, die P. cremoris sp. nov. von den Typstammen der am né&chsten
verwandten Spezies sowie der Typspezies P. aeruginosa unterscheiden

Stamme: 1: P. cremoris sp. nov. (WS 5106™ und WS 5096); 2: P. canadensis LMG 28499T; 3: P. simiae
LMG 28180T; 4: P. extremorientalis LMG 19695T; 5: P. lurida LMG 21995T; 6: P. costantinii LMG 22119T;
7. P. azotoformans DSM 18862T; 8: P. nabeulensis CECT 9765T (Oueslati et al., 2019); 9:
P. kairouanensis CECT 97667 (Oueslati et al., 2019); 10: P. aeruginosa DSM 500717. + positiv; -
negativ; NA, nicht messbar; KA, Keine Angabe; * nur der Typstamm WS 51067 war negativ

Eigenschaft 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Proteolyse auf Caseinagar bei:

28 °C + - + + + + + KA KA +

6 °C + - + - + + + KA KA NA
Lipolyse auf Tributyrinagar bei:

6 °C + - + - - + + KA KA NA
B-Hamolyse auf Tributyrinagar - - - - + - + KA KA +
Fl_uoreSZ|erende Pigmente auf % + + + + i + + + +
King B
Nitratreduktion / Denitrifikation -/- -/- +/- +/- -/- -/- -/- -/- -/- ++
Gelatinehydrolyse + - + - + + + - - +
Lysin-Decarboxylase - - - - + - - KA KA -
Ornithin-Decarboxylase - - + - - - - KA KA -
Urease -* - - - - - - - - +
Tryptophan-Desaminase - - - - + + - KA KA -
Aesculinhydrolyse + - - - - - - - + -
Saureproduktion aus:

D-Arabinose - - - - - + - + + +

L-Xylose - - - - - + - KA KA +

D-Adonitol - + + + + + + KA KA -

Methyl-B-D-Xylopyranose + + - + - - - KA KA -

D-Lactose + - + + - - + KA KA -

D-Sucrose - + - + - + + KA KA -

D-Trehalose + + - + + + + KA KA +

L-Arabit - + + + + + + KA KA -
Tolerierte pH-Werte 6-8 68 68 68 68 68 68 59 59 558
Tolerierte NaCl-Konzentration 05 06 07 07 06 05 07 06 06 0-8
[%, wiv]

Maximale

Wachstumstemperatur [°C] 34 34 37 37 37 32 34 37 37 42
\_/orhandenseln des aprX- + + + + + + + KA KA +
lipA2-Operons

nach Hofmann et al. (2021)

2.4 Chemotaxonomische Analysen

Zur chemotaxonomischen Charakterisierung wurden die respiratorischen Chinone, die
Zusammensetzung der polaren Lipide sowie die zellularen Fettsduren der Typstdamme der drei
neuen Spezies ermittelt. Weiterhin wurden die Fettsdureprofile der Referenztypstamme zum

Vergleich jeweils mitbestimmt.
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2.4.1 Pseudomonas saxonica sp. nov.

Bei den respiratorischen Chinonen wies P. saxonica WS 5072" als Hauptkomponente Q9 mit
94 % auf. Zudem wurden Q8 (5 %) und Spuren von Q7 und Q10 nachgewiesen. Bei den
zellularen Fettsauren des Typstammes WS 50727 dominierte C16:0 mit 32,2 %, gefolgt von
summed feature Ci6:1w7¢/C15.0i1502-OH (27,4 %) und Ci7ocyclo (13,2 %). Die relativen Anteile
aller Fettsauren sowie die Zusammensetzung der Referenztypstamme ist in Tabelle 24
gelistet. Die Komposition von P. saxonica sp. nov. &hnelte jenen der anderen Spezies. Die
Typspezies P. aeruginosa hingegen wies als dominante Fettsdure Cigow7¢ mit 42,1 % auf,
gefolgt von summed feature Cis.1w7¢/Ci50is02-OH und Cie0. Als polare Lipide konnten bei
WS 5072" Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylglycerin, Diphosphatidylglycerin und drei
verschiedene Lipide nachgewiesen werden (Abbildung 36).

Tabelle 24: Zellulare Fettsdurezusammensetzung [%] von P. saxonica sp. nov. WS 50727, den am
nachsten verwandten Spezies sowie der Typspezies P. aeruginosa

Stamme: 1, P. saxonica sp. nov. WS 5072T; 2, P. fragi DSM 3456T; 3, P. weihenstephanensis DSM
29166T; 4, P. deceptionensis DSM 26521T; 5, P. psychrophila DSM 17535T; 6, P. taetrolens DSM

21104T; 7, P. lundensis DSM 6252T; 8, P. versuta LMG 29628T; 9, P. aeruginosa DSM 50071". Relative
Anteile > 5 % sind fett markiert. TR, Spuren < 1 %, —, unter der Nachweisgrenze.

Fettsdure 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Gesattigt
Cio00 - TR TR TR TR TR - TR TR
Ciz2o 3,02 4,74 25 2,8 4,0 2,2 TR 2,4 2,7
Ciao TR TR TR 1,3 TR TR 1,2 TR TR
Ciso TR TR TR - TR TR TR TR TR
Ciso0 322 337 328 368 321 323 363 351 200
Ci7:0iS0O - TR - - - TR TR TR -
Cimo TR TR TR - TR - - TR TR
Ciso TR TR TR TR TR TR TR TR TR
C19:0iS0 - - - TR - - - - -
Ungesattigt
Cie:1wW5C - TR TR - TR TR TR TR TR
C171w8cC - - - - - - - - TR
Cis1w5C - - - - - - - - -
Cisaw7c 9,7 7,8 8,7 7,2 9,4 8,8 6,7 7,7 42,1
Hydroxy
C10:03-OH 3,06 3,7 3,1 3,6 3,4 4,1 3,3 2,6 3,4
C11.0is0 3-OH - TR TR - - TR - - -
Ci12:02-OH 3,72 3,1 4,6 4,4 3,4 52 5,6 4.4 4,7
C12:1 3-OH - - - - - - - - TR
C12:03-OH 3,4 3,9 4,1 4,1 3,7 4,3 4,2 4,0 4,2
Cyclopropan
Cizocyclo 13,2 125 4,4 13,6 6,6 8,5 1,7 12,8 TR
Cioa:0cyclo w8c 3,0 TR TR TR - TR TR 1,4 TR
Summed features
Cis:1is0 I/H/C13.0 3-OH - - - - - - - - -
Cisaw7c¢/Cis0is02-OH | 274 27,7 381 252 358 329 393 280 20,3
Methyliert
11-methyl Cigaw7c - - - - - - - - -

nach Hofmann et al. (2020b)
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Abbildung 36: Polare Lipide von P. saxonica WS 50727

Zweidimensionale Diinnschichtchromatographie der polaren Lipide von P. saxonica WS 50727. DPG,
Diphosphatidylglycerin; PG, Phosphatidylglycerin; PE, Phosphatidylethanolamin; L, Lipid. (Hofmann et
al., 2020b)

2.4.2 Pseudomonas haemolytica sp. nov.

Die respiratorischen Chinone bei WS 5063™ waren mit einem Anteil von 90 % dominiert von
Q9, gefolgt von 9 % Q8 und Spuren von Q10. Die dominanten zellularen Fettsduren waren
analog zu P. saxonica sp. nov. Ci6:0(31,1 %), summed feature Ci61wW7¢/Cis,0is0 2-OH (28,3 %)
und Cisaw7c (15,9 %). Auch hier war die Fettsaurekomposition vergleichbar zu den
Referenztypstammen, mit Ausnahme von P. aeruginosa DSM 50071" (Tabelle 25). Der
Nachweis der polaren Lipide ergab Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylglycerin,
Diphosphatidylglycerin, ein Phospholipid und vier verschiedene Lipide (Abbildung 37).

DPG
PE
PG

PL
L

Abbildung 37: Polare Lipide von P. haemolytica WS 50727

Zweidimensionale Dinnschichtchromatographie der polaren Lipide von P. haemolytica WS 5063T.
DPG, Diphosphatidylglycerin; PG, Phosphatidylglycerin; PE, Phosphatidylethanolamin; PL,
Phospholipid; L, Lipid. (Hofmann et al., 2020a)
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Tabelle 25: Zellulare Fettsaurezusammensetzung [%] von P. haemolytica sp. nov. WS 50637, den
am nachsten verwandten Spezies sowie der Typspezies P. aeruginosa

Stamme: 1: P. haemolytica sp. nov. WS 5063T; 2: P. synxantha DSM 18928T; 3: P. libanensis DSM
17149T; 4: P. lactis DSM 29167T; 5: P. fluorescens DSM 50090 T; 6: P. paralactis DSM 29164T; 7:
P. canadensis LMG 28499T; 8: P. poae DSM 14936T; 9: P. aeruginosa DSM 50071". Relative Anteile
> 5 % sind fett markiert. TR, Spuren < 1 %; —, unter der Nachweisgrenze.

Fettsaure 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Gesattigt

Cio0 TR 3,3 TR TR TR TR TR TR TR
Ci20 1,9 2,1 2,3 2,0 2,6 25 3,2 2,3 2,7
Cuao0 TR TR TR TR TR TR TR TR TR
Ciso TR - TR TR - - TR - TR
Cie0 31,21 304 328 322 329 332 304 296 20,0
Cuim0is0 TR - - - - TR - - -
Ci7o TR - TR - - TR TR TR TR
Ciso TR TR TR TR TR TR TR TR TR
C19:0iSO - - -
Ungesattigt

Ci61wW5C TR - - - TR - TR TR TR
C17:1W08C TR - - - - - - - TR
Cisaw5cC TR - - - - - - - -
Cisaw7cC 15,9 20,7 11,4 12,6 16,0 12,8 14,5 16,9 42,1
Hydroxy

C10:03-OH 2,4 - 3,7 2,9 3,1 3,4 3,2 2,7 3,4
C11:0is0 3-OH - - - - - - - - -
C12:02-OH 4.7 4.7 5,0 51 4,2 4.4 4,5 4,9 4,7
C12:1 3-OH - TR - - - TR - - TR
Ci12:0 3-OH 4,1 4,3 4.4 4,2 3,6 4,6 4,1 3,9 4,2
Cyclopropan

Carocyclo 9,0 50 10,6 8,2 4,6 6,8 6,2 1,3 TR
Cie:ocyclo w8c TR TR 1,7 TR TR TR TR - TR
Summed features

Cis:1is0 I/H/C13:0 3-OH - - - - - - - -
Ci6:1w7¢/Cis:0iso 2-OH 283 274 266 30,7 316 301 325 37,1 20,3
Methyliert

11-methyl Cisaw7c - - TR - TR - - - -

nach Hofmann et al. (2020a)

2.4.3 Pseudomonas cremoris sp. nov.

Vergleichbar zu den anderen beiden charakterisierten Spezies wies P. cremoris WS 5106 als
dominantes respiratorisches Chinon Q9 mit 90,5 % auf, gefolgt von 9 % Q8 und Spuren von
Q7 und Q10. Die Komposition der zellularen Fettsauren von P. cremoris WS 5106" und den
Referenztypstdmmen ist in Tabelle 26 gezeigt. Neben Cieo (32,7 %), summed feature
Ci6:1wW7C/C150i50 2-OH (21,5 %) und Cigaw7c (12,5 %) konnte noch Ciz7.0cyclo mit 16,1 % in
grolReren Anteilen nachgewiesen werden. Die polaren Lipide setzten sich aus
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylglycerin, Diphosphatidylglycerin, drei Phospholipiden
und zwei Lipiden zusammen (Abbildung 38).
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Tabelle 26: Zellulare Fettsaurezusammensetzung [%] von P. cremoris sp. nov. WS 5106", den am
nachsten verwandten Spezies sowie der Typspezies P. aeruginosa

Stdamme: 1: P. cremoris sp. nov. WS 5106T; 2: P. canadensis LMG 28499T; 3: P. simiae LMG 28180T;
4: P. extremorientalis LMG 196957; 5: P. lurida LMG 21995T; 6: P. costantinii LMG 22119T; 7:
P. azotoformans DSM 18862T; 8: P. aeruginosa DSM 500717. Relative Anteile > 5 % sind fett markiert.
TR, Spuren < 1 %; —, unter der Nachweisgrenze.

Fettsaure 1 2 3 4 5 6 7 8
Gesattigt

C1o00 TR TR TR TR TR TR TR TR
Ci20 2,9 3,2 2,6 3,2 3,6 1,6 2,9 2,9
Cu40 TR TR TR TR TR TR TR TR
Cis0 TR TR TR TR TR TR TR TR
Cis0 32,7 30,2 31,2 31,7 30,4 34,7 30,9 20,9
Ci7.0iS0O TR - TR - - TR TR -
Ci7o TR TR TR TR TR TR TR TR
Ciso TR TR TR TR TR TR TR TR
C19:0iSO - - - - - TR TR -
Ungesattigt

Ci6:1W5C - TR TR TR TR TR TR TR
Ci71w8cC TR - - - - - TR TR
Cis:1w5C - - - - - - - -
Cisaw7cC 12,5 15,8 13,9 15,2 16,2 12,4 14,7 42,0
Hydroxy

C10:03-OH 3,1 3,1 3,1 3,6 3,3 2,9 2,9 2,8
C11.0is0 3-OH TR - - - - - - -
Ci12:02-OH 4,0 4,1 4,6 4,0 3,9 4,8 3,8 4,7
C12:1 3-OH - - - - - TR - -
C12:03-OH 3,7 4,0 41 4,2 4,1 4,1 3,6 4,2
Cyclopropan

Ci7.ocyclo 16,1 7,8 52 6,7 4,3 4,3 11,3 TR
Cio:ocyclo w8c TR TR TR TR - - TR TR
Summed features

Cis:1is0 I/H/C13.0 3-OH - - - - - - - -
Ci161w7c¢/Cis0is0 2-OH 21,5 30,0 32,9 29,5 32,7 32,6 26,7 19,8
Methyliert

11-methyl Cisaw7c - TR TR TR TR - TR -

nach Hofmann et al. (2021)
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Abbildung 38: Polare Lipide von P. cremoris WS 51067

Zweidimensionale Diinnschichtchromatographie der polaren Lipide von P. cremoris WS 51067. DPG,
Diphosphatidylglycerin; PG, Phosphatidylglycerin; PE, Phosphatidylethanolamin; PL, Phospholipid; L,
Lipid. (Hofmann et al., 2021)
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Diskussion

1 Pseudomonas in Rohmilch deutscher Erzeugerbetriebe

Aufgrund der starken Produktion von proteolytischen Enzymen gilt Pseudomonas als
Hauptverursacher des enzymatischen Verderbs von haltbaren Milchprodukten. Geringere
Proteasemengen im Endprodukt konnen wegen der hohen Hitzeresistenz des Enzyms nur
durch einen reduzierten Eintrag von Pseudomonas in die Rohmilch sowie durch eine
Hemmung des Wachstums dieser Gattung wéhrend der Lagerung erreicht werden (s.
Einleitung 3.2). Aus diesem Grund sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit mégliche
Einflussfaktoren auf die Pseudomonas-Belastung in deutscher Rohmilch analysiert, sowie
Eintrittsrouten identifiziert werden, um Handlungsempfehlungen zur Senkung der

Pseudomonas-Belastung ableiten zu kénnen.

1.1 Vergleich verschiedener Pseudomonas-spezifischer Quantifizierungsmethoden

Wegen des hohen Aufwandes an Material und Zeit wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
Alternative zur klassischen Kultivierung von Pseudomonas auf CFC-Agar gesucht (Quigley et
al., 2013a). Mit den 16S rRNA Sequenzierdaten lagen die relativen Anteile an Pseudomonas
pro Probe vor. Durch Multiplikation mit der per Durchflusszytometrie bestimmten
Gesamtkeimzahl der Probe konnte die absolute Pseudomonas-Keimzahl berechnet werden.
Als weitere Moglichkeit wurde ein Spezies-spezifischer gPCR-Assay verwendet, der auf den
kultivierten Pseudomonas-Keimzahlen basierte. Hierzu wurde dieselbe DNA verwendet, die
zum Zweck der 16S rRNA Sequenzierung aus den Milchproben isoliert wurde. Bei Vergleich
dieser Methoden war aufféllig, dass die aus den Mikrobiomdaten berechneten Pseudomonas-
Keimzahlen signifikant niedriger als die plattierten oder per gPCR-Assay gemessenen Werte
waren (Abbildung 10).

Eine mogliche Ursache kdnnte die mangelnde Selektivitdit des CFC-Agars zur kulturellen
Quantifizierung sein. Untersuchungen an unserem Institut konnten zeigen, dass auf diesem,
neben Pseudomonas, noch weitere Gattungen wie beispielsweise Enterobakterien wachsen
kénnen (unpublizierte Daten). Weiterhin wurden Aliquots der Rohmilch vor der
durchflusszytometrischen Messung aus Praxisgriinden eingefroren und gesammelt an das
MRI in Kiel verschickt. Dies kbnnte zu einer Zerstorung intakter Zellen und somit zu niedrigeren
Gesamtkeimzahlen fihren, was in geringeren berechneten absoluten Keimzahlen aus den
Mikrobiomdaten resultiert. Insbesondere Gram-negative Gattungen kdénnen abhangig vom

Medium empfindlich auf Einfrieren und Auftauen reagieren (Archer, 2004). Zudem konnten
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Abweichungen in der Bindesequenz der universellen 16S-Primer zu einer verringerten
Amplifikationseffizienz und somit zu einer Unterschatzung der relativen Anteile im Mikrobiom
fuhren (Breitenwieser et al., 2020). Jedoch konnte dies durch einen Abgleich der
Primersequenz mit den Bindesequenzen verschiedener Pseudomonas-Spezies

ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt).

Als entscheidender Faktor wird die Methodik zur absoluten Quantifizierung von relativen
Mikrobiomdaten vermutet. In der Literatur existierten zum Zeitpunkt der Analysen
unterschiedliche Anséatze hierzu, jedoch keine einheitlichen Empfehlungen (Galazzo et al.,
2020; Jian et al., 2020; Vandeputte et al., 2017). Als Gemeinsamkeit hatten die Methoden eine
Korrektur der Anzahl von 16S rRNA Sequenzkopien je Gattung, allerdings mit
unterschiedlichen Vorgehensweisen. Vandeputte et al. (2017) analysierten das Mikrobiom aus
16 Stuhlproben quantitativ, indem zunachst ein copy corrected profile je Probe erstellt wurde.
Hierzu wurde die Read-Zahl je Gattung mithilfe der entsprechenden durchschnittlichen 16S
rRNA Kopienzahl korrigiert, sodass ein Read einer einzelnen Bakterienzelle entsprach. In
einem weiteren Schritt wurde das korrigierte Read-Profil durch die per Durchflusszytometrie
bestimmte Gesamtkeimzahl pro Probe dividiert, um die sampling depth zu erhalten. Schlief3lich
wurden alle Proben auf die niedrigste sampling depth des Probensets normalisiert, was der
Anpassung auf eine einheitliche Read-Zahl bei den relativen Vorgehensweisen entspricht. Bei
Jian et al. (2020) wurden die Gesamtkeimzahlen von 114 Stuhlproben per gPCR ermittelt. Die
absolute Abundanz je Gattung wurde durch Multiplikation der relativen Anteile mit der
Gesamtkeimzahl ermittelt. Erst nachtraglich wurden die absoluten Zellzahlen durch die 16S
rRNA Kopienzahlen je Gattung dividiert. Galazzo et al. (2020) verglichen verschiedene
Methoden zur quantitativen Mikrobiomanalyse und konnte hierbei hohe Differenzen feststellen.
Beispielsweise unterschieden sich die Ergebnisse durch die Wahl der Methode zur
Quantifizierung der Gesamtkeimzahl (QPCR und Durchflusszytometrie). Letztendlich konnten
Starke et al. (2021) anhand von Analysen mit sog. Mock-communities, was einem Set an
verschiedenen mikrobiellen Taxa oder DNA mit definierter Zusammensetzung entspricht,
zeigen, dass eine Korrektur der 16S rRNA Kopienzahl zu keiner Verbesserung der
guantitativen Mikrobiomanalysen fiuhrte. Als problematisch wurde hierbei die variierende
Anzahl an 16S rRNA Gensequenzen innerhalb der gleichen Gattung angesehen sowie der

Einfluss von Pseudogen-Bildung oder horizontalen Gentransfer.

Aufgrund der fehlenden einheitlichen Vorgehensweise zur Korrektur der Mikrobiomdaten auf
die 16S rRNA Kopienzahlen, der aktuell bestehenden Schwachen dieser Methodik sowie der

Problematik der stark variierenden Kopienzahl des 16S rRNA Gens bei Pseudomonas
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(zwischen 1 und 9 (Stoddard et al., 2015)) wurde in dieser Arbeit auf eine Anpassung
verzichtet. Es wird jedoch vermutet, dass dies eine bedeutende Ursache fir die Diskrepanz zu
den per gPCR oder Kultivierung ermittelten Keimzahlen darstellen kdnnte. Stattdessen wurde
die bereits etablierte Gattungs-spezifische qPCR verwendet (Maier et al., 2021). Diese
Methode wird auch fur andere Gattungen in Rohmilch verwendet, wie beispielsweise in einem
Multiplex-Ansatz zur Detektion von Escherichia, Salmonella und Listeria (Amagliani et al.,
2012). Als Vorteile der gPCR wurden in dieser Studie die hohe Sensitivitat sowie die schnelle

und benutzerfreundliche Durchfiihrung hervorgehoben.

Generell kbnnen, wie bereits fir die Berechnung absoluter Keimzahlen aus Mikrobiomdaten
erwahnt, Differenzen in der Methodik zu unterschiedlichen Ergebnissen zwischen
verschiedenen Studien flhren. Beispielsweise wurden in dieser Arbeit die Milchproben mit
Azidiol konserviert, um die Qualitat der Rohmilch zum Zeitpunkt der Abholung beim Erzeuger
durch den Sammelwagen abzubilden. In Voruntersuchungen unseres Institutes mit
inokulierten ~ Rohmilchproben  bekannter  Keimzahlen  wurden  hierzu  diverse
Konservierungsmittel in unterschiedlichen Konzentrationen getestet. Azidiol in jener Menge,
wie sie routinemafig von den Molkereien verwendet wird, zeigte hierbei die beste Abbildung
der tatsachlichen Gesamt- und Pseudomonas-Keimzahl, auch nach einer Lagerung von bis zu
vier Tagen (Daten nicht gezeigt). Dies wird durch Untersuchungen von Ouamba et al. (2020)
unterstutzt, die zeigen konnten, dass Azidiol das Rohmilchmikrobiom bis zu 10 Tage lang und
besser als andere Reagenzien konserviert. Viele Studien, auf die in dieser Arbeit verwiesen
wird, verwendeten kein Konservierungsmittel und ein weiteres Wachstum der
psychrotoleranten Gattungen wéahrend des gekihlten Transports und eventueller Lagerung bis
zur Probenaufarbeitung konnte zu hoheren Keimzahlen von beispielsweise Pseudomonas
gefuhrt haben. Ein umfassender Uberblick zu Arbeiten, die das Rohmilchmikrobiom
fokussieren, wurde von Parente et al. (2020) erstellt. Unterschiede lagen u.a. bei
Hofmanagement, Probenahme, Probenanzahl oder DNA-Extraktion vor. Mehrere Studien
sowie Analysen an unserem Institut konnten zeigen, dass verschiedene DNA-Extraktionskits
zu Unterschieden in der mikrobiellen Zusammensetzung fihren kdnnen, beispielsweise durch
Differenzen in der Lyseeffizienz von Gram-positiven Gattungen (Breitenwieser et al., 2020;
Siebert et al., 2021). Weiterhin unterscheiden sich die Methoden zur selektiven Quantifizierung
einzelner Spezies sowie zur Analyse der Zusammensetzung der Rohmilch. Letzteres kann
durch 16S rRNA Amplikonsequenzierung, Shotgun-Sequencing, Erstellung von 16S Klon-
Bibliotheken oder klassische Kultivierung erfolgen (Hahne et al., 2019; Marchand et al., 2009a;
Parente et al., 2020). Auch innerhalb einer Methodik kdnnen beispielsweise bei der 16S rRNA

Amplikonsequenzierung durch die Wahl der variablen Zielregionen im 16S rRNA Gen oder der
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Zykluszahl in der biphasischen PCR Diskrepanzen entstehen (Parente et al., 2020; Siebert et
al., 2021). Nach dem Sequenzieren kann die Verwendung unterschiedlicher Datenbanken zum
Sequenzabgleich oder Programme zur Datenauswertung zu Differenzen in den Ergebnissen
fuhren. Dies erschwert direkte Vergleiche zu anderen Studien und konnte kontrare Aussagen
moglicherweise erklaren. Daher ist die Etablierung einheitlicher Richtlinien fur diesen Zweck

erstrebenswert (Parente et al., 2020).

1.2 Pravalenz von Pseudomonas in Rohmilch von deutschen Erzeugerbetrieben

Zur Analyse der Pravalenz von Pseudomonas in deutscher Rohmilch wurden bei 444
Rohmilchproben aus den Hofsammeltanks von 122 Hoéfen die Pseudomonas- und
Gesamtkeimzahlen ermittelt (Abbildung 11). Letztere wurden per Durchflusszytometrie
gemessen, wobei auf eine Umrechnung auf plattierte KbE-Werte verzichtet wurde, um auch
nicht-kultivierbare Gattungen zu erfassen. Aus diesem Grund sind die in dieser Arbeit
gezeigten Gesamtkeimzahlen mit einem Mittelwert von log 5,14 Zellen*ml* hoher als die in
der Literatur berichteten per Kultivierung (log 3,6 — log 4,1 KbE*ml* (Bava et al., 2011; Fricker
et al.,, 2011; Mallet et al.,, 2012; O’Connell et al., 2016)) oder Durchflusszytometrie mit
Umrechnung auf KbE (log 4,3 KbE*mlI! (Skeie et al., 2019)) ermittelten Werte.

Die schiefe Verteilung der Pseudomonas-Keimzahlen zeigte, dass ein Grof3teil der
Rohmilchproben aus Hofsammeltanks mit < log 3 Zellen*mlI* nur gering mit dieser Gattung
belastet war. Allerdings wiesen die oberen 20 % der Proben Keimzahlen von bis zu log 7,7
Zellen*ml! auf. Dies deckt sich nicht mit der in der Literatur berichteten Dominanz gekuhlt
gelagerter Rohmilch mit Pseudomonas (De Jonghe et al., 2011; Hahne et al., 2019; Porcellato
et al., 2021; von Neubeck et al., 2015). In der Studie von Neubeck et al. (2015) wurde in 20
Rohmilchproben Pseudomonas mit 25 % der Isolate als vorherrschende Gattung identifiziert.
Die Proben wurden jedoch nicht konserviert und waren 3-4 Tage alt, wohingegen die meisten
Proben in der vorliegenden Arbeit nach einem Abholungsintervall von 2 Tagen konserviert
wurden, was die Diskrepanz zu den Daten der vorliegenden Arbeit erklaren konnte. Weiterhin
unterscheiden sich die Vorgehensweisen zur Ermittlung der Pseudomonas-Pravalenz. Hahne
et al. (2019) ermittelten beispielsweise die Diversitat der Rohmilchproben anhand Kultivierung
und Identifizierung verschiedener Koloniemorphotypen per 16S rRNA Gen Klon-Bibliotheken.
Arbeiten von De Jonghe et al., (2011) weisen darauf hin, dass die Lagertemperatur in den
Hofsammeltanks Einfluss auf die Pseudomonas-Keimzahlen in der Rohmilch hat. Hier hatten
Milchproben, die drei Tage bei einer suboptimalen Temperatur von 6 °C gelagert wurden, mit
log 45 — log 55 KbE*mlI? mehr Pseudomonaden als Proben mit einer optimalen

Lagertemperatur von 3,5 °C (log 3,5 — 4,5 KbE*ml?). Die Lagerungstemperatur wurde in der
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vorliegenden Arbeit nicht ermittelt. Insgesamt ist eine systematische selektive Erfassung von
der Pseudomonas-Keimzahl in Hofsammeltankproben in bisherigen Arbeiten nicht erfolgt, was
einen direkten Vergleich erschwert. Allerdings weisen die sporadisch stark belasteten
Rohmilchproben in der vorliegenden Arbeit auf das bestehende Problem des proteolytischen
Verderbs von Milchprodukten durch Pseudomonas hin. Die Zuordnung der Proben zu den
einzelnen Erzeugern ergab bei 8,2 % der Hofe eine Belastung mit Pseudomonas tber dem
definierten Grenzwert fir aufféllige Proben von log 3,82 Zellen*ml? fur drei Quartalsproben.
Demgegeniiber wiesen 55,7 % der Hofe fir alle Proben Belastungen unter dem Grenzwert
auf. Dies indiziert das Vorliegen von Hofen, deren Management wiederholt zu hohen
Pseudomonas-Konzentrationen fuhrt.

Die Analyse des Rohmilchmikrobioms der Proben ergab fir die relative Pseudomonas-
Belastung ein vergleichbares Bild zu den absoluten Keimzahlen, da ein Grof3teil der Proben
nur geringe Anteile < 5 % aufwies, jedoch Pravalenzen von bis zu 96 % detektiert wurden
(Abbildung 13). Im Durchschnitt wiesen die Proben 5,5 % Pseudomonas auf, was den
Ergebnissen von McHugh et al. (2020) ahnelt, in deren Studie bei 67 Hofsammeltankproben
im Mittel 6,6 % dieser Gattung detektiert wurde. Kontrar hierzu stehen die Ergebnisse der
Mikrobiomanalysen von Porcellato et al. (2021), welche die Zusammensetzung der Rohmilch
von funf Hofen ermittelten, die tber sieben Monate hinweg wéchentlich beprobt wurden. Hier
wurde Pseudomonas mit 27 % als dominante Gattung identifiziert. Bei Zuordnung der Proben
der vorliegenden Arbeit zu den Erzeugerbetrieben konnten drei haufig vorkommende
mikrobielle Profile identifiziert werden (Abbildung 14). Rohmilch von Hofen mit einem stabilen
Mikrobiom war dominiert von Gram-Positiven wie beispielsweise Corynebacterium (Profil 1).
Zudem war die Gattungsverteilung zwischen einem Grof3teil dieser Betrieben vergleichbar.
Dieses mikrobielle Profil kdnnte die ,gesunde“ Rohmilchmikrobiota ohne Kontaminationen mit
unerwinschten Gattungen darstellen. Demgegeniiber standen Hoéfe mit variierender
Zusammensetzung zwischen den einzelnen Quartalsproben und héheren durchschnittlichen
Gesamtkeimzahlen. Hierbei konnte zwischen Hofen ohne (Profil 2) und mit sporadisch hohen
Pseudomonas-Keimzahlen (Profil 3) unterschieden werden. Diese Daten unterstiitzen die
Hypothese, dass Hofe existieren, deren Management zu einem erhdhten Eintrag bzw.
Wachstum von unerwiinschten Bakterien wie Pseudomonas oder Acinetobacter fiihrt. Die
gelegentlichen hohen Anteile an Streptococcus bei Profil 2 und 3 weisen auf Mastitis-Félle in
der Herde hin, da manche Spezies dieser Gattung Euterentziindungen hervorrufen kdnnen
(Oikonomou et al., 2012; Ruegg, 2017). In den Untersuchungen von Porcellato et al. (2021)
wurden neben den wochentlichen Beprobungen von funf Hofen zusatzlich die Rohmilch von

37 Hofen im Abstand von zwei Jahren beprobt. Auch hier konnte eine stabile, Hof-spezifische
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Mikrobiota festgestellt werden. Kurzfristige Anderungen wurden durch erhohte Anteile von
Streptococcus und  Staphylococcus auf Mastitisfalle  zurtickgefihrt.  Langfristige
Verschiebungen waren vor allem mit den Faktoren Wetter und Futterung und weniger mit
Melksystem, Herdengrof3e und Milchqualitat assoziiert. Verdier-Metz et al. (2009) analysierten
das Rohmilchmikrobiom von Hofen mit unterschiedlichem Hygienemanagement. Hierbei war
Rohmilch von Ho6fen mit mangelhaften Standards dominiert von Gram-Negativen und
Milchséaurebakterien wie Lactococcus, Brevibacterium und Leuconostoc. Lactococcus und
Gram-Negative wie Acinetobacter und Pseudomonas wurden auch in vorliegender Arbeit in
hohen Konzentrationen bei Profil 2 und 3 gefunden, jedoch nicht Brevibacterium und
Leuconostoc. Das von Gram-positiven Gattungen dominierte Profil 1 &hnelt jenem, dass in
genannter Studie mit hohen Hygienestandards assoziiert war und durch Gram-positive, nicht-
Milchsaurebakterien mit hohen Anteilen an Corynebacterium charakterisiert wurde (Verdier-
Metz et al.,, 2009). Insgesamt bestarken diese Daten die Hypothese von hofspezifischen
Faktoren, die zu hohen Pseudomonas-Belastungen in der Rohmilch fihren kénnen. Es wird
jedoch darauf hingewiesen, dass die drei identifizierten, haufig vorkommenden mikrobiellen

Profile nicht die gesamte Diversitat der hof-spezifischen Rohmilchmikrobiota abdeckt.

Obwohl keine relevanten Korrelationen zwischen Pseudomonas und anderen Gattungen
errechnet werden konnten, ergaben die Analysen signifikante negative Trends zu Gram-
positiven Gattungen wie Clostridium Cluster XI oder Turicibacter (Abbildung 16). Dies kdnnte
durch die Verénderung der mikrobiellen Zusammensetzung der Rohmilch wahrend der
gekihlten Lagerung erklart werden, bei der sich die von Gram-Positiven dominierte Flora hin
zu psychrotoleranten Gram-Negativen verschiebt (Martins et al., 2006). Weiterhin kdnnte dies
mit den drei verschiedenen mikrobiellen Profilen assoziiert sein, da die hohen Pseudomonas-
Konzentrationen in Profil 3 nicht mit dem von Gram-positiven Gattungen dominierten Profil 1

assoziiert waren.

1.3 Einflussfaktoren auf die Pseudomonas-Belastung der Rohmilch

Zur Analyse hofseitiger Einflussfaktoren auf die Pseudomonas-Keimzahl wurden die per
Fragebogen ermittelten Hof-spezifischen Charakteristiken mit den Pseudomonas- und
Gesamtkeimzahlen korreliert. Die Tatsache, dass eine verlangerte Rohmilchstapelung zu
einem Wachstum der psychrotoleranten Pseudomonaden fiihrt, wurde in vielen Studien
demonstriert (De Jonghe et al., 2011; Machado et al., 2017; Vithanage et al., 2016). De Jonghe
et al. (2011) simulierten den ersten Teil der Produktionskette von Milchprodukten von der
Lagerung am Hof bis zur Prozessierung in der Molkerei. Hierbei lagerte die Rohmilch

insgesamt funfeinhalb Tage bei 10 °C, was zu einem kontinuierlichen Anstieg der
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Pseudomonas-Keimzahlen von bis zu sechs Log-Stufen fuhrte. Ein Wachstum von vier Log-
Stufen fand hierbei bereits wahrend der viertdgigen gekihlten Lagerung im Hofsammeltank
statt. Auch in der vorliegenden Arbeit konnten signifikant hdhere Pseudomonas-Keimzahlen
bei zweitagiger im Vergleich zur taglichen Abholung ermittelt werden. Bei dreitdgiger Abholung
waren keine signifikanten Unterschiede sichtbar (Abbildung 17). Dies kdnnte zum einen an der
geringeren Probenanzahl liegen (1 Tag, n = 70; 2 Tage, n = 347; 3 Tage, n = 27), da dieses
lange Abholungsintervall mittlerweile in Deutschland unublich ist. Zum anderen werden nach
Verordnung (EG) Nr. 853/2004 niedrigere Lagerungstemperaturen bei langeren
Abholungsintervallen vorgeschrieben, was in einem verlangsamten Wachstum dieser Gattung
resultiert. Auch konnte hypothetisiert werden, dass die Erzeuger sensibilisiert fiur das
mikrobielle Wachstum wahrend verlangerter Rohmilchstapelung sind und die
HygienemalRnahmen entsprechend sorgféltig umsetzen, um Keimzahlen Uber dem tolerierten
Grenzwert zu vermeiden. Da fir die Gesamtkeimzahlen keine signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Abholungsintervallen vorlagen, ist es naheliegend, dass die
Dauer der gekihlten Lagerung ein Faktor ist, der exklusiv Pseudomonas und vermutlich
andere psychrotolerante Gattungen beeinflusst. Zu einem ahnlichen Fazit kam eine Studie von
O’Connell et al. (2016), bei der sich die Gesamtkeimzahl von Rohmilchproben Uber eine
Lagerdauer von vier Tagen nicht wesentlich veranderte, es jedoch zu einem signifikanten
Anstieg psychrotoleranter Bakterien kam. Interessanterweise wiesen 10 % der Proben in der
vorliegenden Arbeit trotz taglicher Abholung Keimzahlen Uber dem Grenzwert fir
Pseudomonas-auffallige Rohmilch auf. Dies unterstitzt die Hypothese, dass die
Pseudomonas-Belastung neben der Stapeldauer der Rohmilch noch durch weitere Kriterien
beeinflusst wird.

Als Hof-unspezifischer Faktor wurde die Jahreszeit der Probenahme analysiert (Abbildung
18A). Die niedrigsten Pseudomonas-Keimzahlen wurden in den Sommermonaten gefunden.
Bei den Gesamtkeimzahlen wurde hingegen ein kontinuierlicher Anstieg von den Frihlings-
hin zu den Winterproben festgestellt. Als moglicher Grund kénnte das Uberwachsen von
psychrotoleranten Gattungen wie Pseudomonas durch mesophile Arten bei den warmeren
Temperaturen im Sommer sein. Die kéaltetoleranten Arten hingegen konnten einen
Wachstumsvorteil im Winter haben. Weiterhin ware es denkbar, dass im Sommer andere
Hygienepraktiken zum Einsatz kommen, um ein erhdhtes Keimwachstum bei warmen
Temperaturen zu vermeiden. Bisher existieren keine Analysen des Einflusses der Jahreszeit
oder des Klimas auf die Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch fur Deutschland. Allerdings
konnten Studien aus China und Norwegen zeigen, dass hdohere Pseudomonas-

Konzentrationen mit niedrigeren Umgebungstemperaturen assoziiert sind (Li et al., 2018;
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Porcellato et al., 2018). Eine israelische Studie berichtete eine Dominanz von
Gammaproteobakterien in den Winter- und Friihlingsmonaten (Hantsis-Zacharov & Halpern,
2007). Ubereinstimmend dazu fanden Vithanage et al. (2016) erhohte mesophile Keimzahlen
in australischer Rohmilch aus Hofsammeltanks im Sommer, wahrend im Winter
psychrotolerante Gattungen dominierten. Auch Marchand et al. (2009a) konnten deutlich
hohere proteolytische psychrotolerante Keimzahlen in Rohmilch in Winter- im Vergleich zu
Sommerproben feststellen. Zudem wiesen die Winter-Isolate ein signifikant hoheres
Verderbspotential auf. In einer Studie aus Frankreich hingegen konnte kein Einfluss der
Jahreszeit auf Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch festgestellt werden (Leriche & Fayolle,
2012).

Die signifikant geringeren Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen bei den 6kologisch im
Vergleich zu den konventionell produzierten Rohmilchproben kédnnten durch die Unterschiede
in der Haltungsform erklart werden (Abbildung 18B). Dort zeigten sich niedrigere
Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen, wenn die Mdglichkeit des Weidegangs oder eines
Auslaufs gegeben war (Abbildung 18C). Bei den analysierten oOkologischen Betrieben
ermdglichten 94,4 % ihren Kihen Auslauf oder Weidegang, wohingegen dies nur bei 11,6 %
der konventionellen Betriebe der Fall war. Auch in weiteren Studien konnten Unterschiede im
Rohmilchmikrobiom festgestellt werden, deren Ursache ebenfalls in einer Kombination mit
unterschiedlichen Managementfaktoren wie Futter oder Tierhaltung vermutet wurde (Coorevits
et al., 2010; Gomes et al., 2020). Insgesamt war in der vorliegenden Arbeit die Tierhaltung der
einzige Faktor, der eine moderate statt kleine Effektstarke aufwies und wird deshalb als am
einflussreichsten auf die Pseudomonas-Keimzahl angesehen. In einer italienischen Studie von
Carafa et al. (2020) wurden Unterschiede im Rohmilchmikrobiom zwischen Kihen, die
ganzjahrig im Stall gehalten wurden und jenen, die im Sommer auf alpine Weiden getrieben
wurden, untersucht. Das anfanglich vergleichbare Mikrobiom anderte sich bei den Weidetieren
durch einen Anstieg zahlreicher Gattungen wie Lactococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium
und Propionibacterium. Lediglich bei Pseudomonas wurde eine signifikante Reduktion
festgestellt. Die Differenzen im Rohmilchmikrobiom verschwanden nach Ruckkehr der
Weidekiihe in den Stall. Als mdgliche Ursache hierfir wurde die drastische Umstellung der
Haltungsbedingungen vermutet, die in Veranderungen des Futterangebotes, der Umgebung
sowie einem Anstieg an physischer Aktivitat resultierte. Insbesondere der Kontakt des Euters
zu Gras, Erde und Kot konnte Einfluss auf das Euter- und damit auf das Rohmilchmikrobiom
haben. In einer weiteren Studie wurden ebenfalls Einflisse der Haltungsform auf das
Rohmilchmikrobiom berichtet, jedoch in Abh&ngigkeit von der Euterhygiene. Bei Vergleich von

Rohmilchproben ohne Euterbehandlung hatten jene von Kiihen in Stallhaltung geringere
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Pseudomonas-Konzentrationen als jene von Kiihen mit Weidegang. Fand eine Euterreinigung
statt, wiesen die Proben aus Stallhaltung h6here Pseudomonas-Belastungen auf (Doyle et al.,
2017b). Ein signifikanter Einfluss der Euterhygiene konnte in unserer Arbeit weder bei
Pseudomonas noch bei den Gesamtkeimzahlen festgestellt werden. Vermutlich stellt das
Euter an sich keine bedeutende Kontaminationsquelle fir Pseudomonas dar, da dies kein
Haut-assoziierter Keim wie beispielsweise Staphylococcus ist. Auch Leriche & Fayolle (2012)
konnten keine Pseudomonaden auf dem Kuheuter feststellen. Kuehn et al. (2013) hingegen
isolierten hohe Keimzahlen an Pseudomonas von Eutern gesunder Kiihe und hypothetisierten

eine Kontamination durch das Wasser zur Reinigung von Euter und Melkeinheit.

Als letzter hofseitiger Faktor mit signifikanten Unterschieden bei den Pseudomonas-
Keimzahlen wurde die Art der Milchkihlung identifiziert. Hier wurden die geringsten
Konzentrationen bei den Proben mit reiner Tankkihlung gefunden, wohingegen die
Kombination mit Vorlaufkiihlung sowie die Tauchkihlung signifikant hdhere Werte aufwiesen
(Abbildung 18D). Letztere fand lediglich bei den beiden Betrieben mit Kannenmelkanlagen
Anwendung. Durch die Vorlaufkiihlung soll mithilfe eines Platten- oder Rohrkuhlers die rasche
Abkuhlung der Rohmilch noch vor Erreichen des Sammeltanks ermdéglicht werden, was zu
verringerten Energiekosten fuihrt (Kromker, 2006). Obwohl durch das schnellere Erreichen der
Kihltemperatur Vorteile fir die mikrobielle Qualitét der Rohmilch vermutet werden kénnten,
birgt die vergroRerte Oberflache des Plattenkihlers eine hdhere Gefahr von Biofilmbildung
oder dem Verbleib von Restwasser nach der Spilung. Insbesondere bei mangelnder
Reinigung konnte dies das Wachstum unerwinschter Bakterien wie Pseudomonas
begtinstigen (interne Kommunikation mit Molkereivertretern). Analog zu den Ergebnissen
dieser Arbeit berichteten Molineri et al. (2012) hohere Gesamtkeimzahlen sowie
Konzentrationen an proteolytischen psychrotoleranten Arten in Rohmilch von Héfen mit
Plattenkihlern oder Tauchkihlern im Vergleich zu jenen mit reiner Tankkihlung. In dieser
Studie, die Rohmilch von 27 Betrieben analysierte, war die Art der Milchkihlung der einzige
Faktor, welcher mit erhdhten Gesamtkeimzahlen und der Keimzahl an proteolytischen

Psychrotoleranten in einem linearen Regressionsmodell assoziiert war.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin, dass Faktoren existieren, die exklusiv
die Pseudomonas-Konzentration beeinflussen. Zu diesen gehdren die Jahreszeit, das
Abholungsintervall der Rohmilch sowie die Art der Milchkiihlung, da hierbei keine signifikanten
Unterschiede bei der Gesamtkeimzahl, jedoch bei der Pseudomonas-Belastung festgestellt
werden konnten. Daneben haben die Parameter Produktionsart und Haltungsform

umfassenderen Einfluss auf das Rohmilchmikrobiom, da sich die Gesamtkeimzahl und die
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Pseudomonas-Keimzahl &hnlich verhielt. Die Daten indizierten zudem, dass hohe
Pseudomonas-Konzentrationen mit einer niedrigeren Rohmilchdiversitét assoziiert sind. Dies
kénnte dadurch erklart werden, dass bei hohen Keimzahlen einer einzelnen Gattung andere
Arten beispielsweise durch Konkurrenz um Néahrstoffe oder negative Interaktionen verdrangt
wurden, was in einer verringerten Diversitat resultiert. Bei den hofspezifischen Faktoren
Melksystem, Reinigungsmethode fur das Melksystem, Art der Milchstapelung, Euterhygiene,
Wasserversorgung und Region (Nord- vs. Siddeutschland) wurden keine signifikanten
Unterschiede der Pseudomonas-Keimzahlen zwischen den einzelnen Auspragungen
gefunden (Abbildung A 1). Es muss jedoch berticksichtigt werden, dass die Hofauswahl dieser
Studie keine représentative Stichprobe darstellt, die exakt die Situation in Deutschland
widerspiegelt. Beispielsweise praktizierten 30 % der analysierten Hofe eine 6kologische und
70 % eine konventionelle Produktionsart. Der Anteil an Biohdfen in Deutschland ist nicht
verzeichnet, aber der Anteil von 6kologisch gehaltenem Milchvieh von 4 % (s. Einleitung 1.2.2)
indiziert einen geringeren Anteil als in der vorliegenden Studie. Allerdings konnten durch die
ausgeglichenere Verteilung der Parameter mdgliche Unterschiede aufgrund einer héheren
Probenzahl besser identifiziert werden. Weiterfihrende Arbeiten sollten sich auf die
Interaktionen der Faktoren untereinander fokussieren. Man konnte beispielsweise bei oben
genanntem Zusammenhang der Haltungsform und der Produktionsart sehen, dass die
Okologischen Betriebe zu einem deutlich héheren Anteil Weidegang oder Auslauf anboten,
weshalb der Effekt der Produktionsart vermutlich durch die Haltungsform bedingt ist. Von
daher wird zum aktuellen Zeitpunkt von Tasja Buschhardt am BfR, Berlin, eine
Hauptkomponentenanalyse erstellt, die die analysierten Faktoren zusammen in einem Modell

betrachtet, um mdgliche Interaktionen und Abhangigkeiten bertcksichtigen zu kénnen.

1.4 Hof-spezifische  Schwachstellen als mogliche Eintragsquellen  der

Pseudomonaden in die Rohmilch beim Erzeuger

Insgesamt deuten die Daten der Stufenkontrollen auf den Erzeugerbetrieben darauf hin, dass
jeder Hof spezifische Schwachstellen aufweist, die durch hohe Pseudomonas- und
Gesamtkeimzahlen charakterisiert sind (Abbildung 19, Abbildung 20, Tabelle 14). Hierbei
waren die Pseudomonas-unauffalligen Hofe keineswegs frei von diesem Keim. Allerdings
konnten grundsatzlich im Bereich Melkzeug und Melksystem bei den Pseudomonas-
auffalligen Hofen hohere Belastungen identifiziert werden. Insbesondere Stellen, die schlecht
von der automatischen Reinigung erfasst werden wie Gummidichtungen bei z.B. der Dichtung
des Sammelstlicks des Melkzeugs oder die Halterung des Rohrs fir die Milchzufuhr, welches

je Bauart nicht Teil des automatischen Spulsystems ist, waren haufig mit Pseudomonas
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belastet. Auch die Halterungen der Zitzenbecher wiesen hohere Pseudomonas-Keimzahlen
auf. Diese werden auch in der Literatur als Bereich mit hohen Keimzahlen an Pseudomonas
bzw. Proteobacteria berichtet (Leriche & Fayolle, 2012; Weber et al., 2019). Keimwachstum
an dieser Stelle konnte minimiert werden, indem die Zitzenbecher nach der Reinigung zum
Trocknen aus den Halterungen genommen werden, damit sich dort kein Wasser sammelt. Dies
wurde jedoch haufig bei den beprobten Betrieben vernachléassigt, obwohl die Empfehlung
bekannt war. Eine regelmafiige manuelle Reinigung der schlecht zuganglichen Stellen sowie
der Austausch von z.B. Dichtungsringen wird auf Basis der vorliegenden Daten empfohlen.
Neben der schlechten Erreichbarkeit durch die automatische Reinigung wére denkbar, dass
Gummioberflachen die Biofilmbildung starker beglnstigt als Edelstahl. Daten unserer
Kooperationspartner am MRI in Kiel, welche die Starke der Biofilmbildung von Pseudomonas
auf verschiedenen Oberflachen untersuchten, unterstiitzen diese Hypothese (unpublizierte
Daten). Weiterhin wiesen die Milchfilter hohe Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen auf. Dies
wird auch in der Literatur haufig erwahnt und als mdgliche Kontaminationsquelle von
Rohmilchkeimen hypothetisiert (Latorre et al., 2009; Leriche & Fayolle, 2012; Scheldeman et
al., 2005). Letztendlich kénnten die hohen Keimzahlen durch Adhasion an Schmutzpartikel
erklart werden, die durch den Filterstoff aufgehalten werden. Latorre et al. (2009) postulierten
die Verwendung von Milchfiltern zum sensitiveren Nachweis von Pathogenen wie Listeria oder
Salmonella als anhand der Rohmilch, da die Mikroorganismen im Filter aufkonzentriert

werden.

Grundsatzlich muss zur Beurteilung eines moglichen Kontaminationspunktes zwischen Stellen
differenziert werden, die direkten Milchkontakt haben, wie beispielsweise dem Zapfhahn, und
solchen ohne direkten Kontakt, wie dem Deckel des Zapfhahns. Mogliche Eintrittspunkte von
Pseudomonas bei den belasteten Hofen kénnten daher beispielsweise der Zapfhahn sein, da
dieser im Vergleich zu den unauffalligen Hofen haufiger und starker belastet war und direkten
Kontakt zur Rohmilch hat. Dies wurde ebenfalls als kritische Stelle mit hohen Keimzahlen u.a.
an Proteobacteria in anderen Studien berichtet und ein Eintrag dieser Mikroorganismen in die
Rohmilch bei Abholung durch den Sammelwagen hypothetisiert (Flach et al., 2014; Weber et
al., 2019). Die hohen Keimzahlen wurden dadurch erklart, dass der Zapfhahn lediglich bei
Abholung der Milch gereinigt wird und nicht, wie beispielsweise die milchfihrenden Leitungen,
nach jedem Melkprozess. Es wurde kritisiert, dass Rohmilch vom Erzeuger z.B. zum
Direktverkauf aus dem Zapfhahn entnommen wurde, ohne dass danach eine adaquate
Reinigung erfolgte (Weber et al., 2019). Dies wurde auch in der vorliegenden Arbeit
festgestellt. Weiterhin wére die Halterung des Rohres fir die Milchzufuhr eine denkbare

Kontaminationsroute, da das Rohr beim Melken in den Rohmilchtank gefuhrt wird und dort je
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Bauart direkt in die Milch eintaucht. Allerdings kénnten auch Stellen, die nicht Kontakt zur Milch
haben, dennoch potentielle Kontaminationsrouten ermdglichen, wie beispielsweise der Deckel
des Kihltanks. Hier konnte Kondenswasser entstehen, das in die Rohmilch lauft oder tropft
und somit Mikroorganismen transportiert. Als kontinuierlich sehr keimarme Probenahmestelle
wurde die Innenseite des Rohmilchtanks identifiziert, bei dem bei keinem Hof Pseudomonaden
isoliert und nur bei zwei Hofen mittlere Gesamtkeimzahl-Konzentrationen detektiert wurden.
Dies indiziert eine adaquate Reinigung des Rohmilchtanks. In einer brasilianischen Studie
hingegen wurden hohe Keimzahlen von bis zu log 6 KbE/cm? auf der Innenseite der
Sammeltanks detektiert, mit Pseudomonas als verbreitetster Gattung (Flach et al., 2014). Dies
kénnte auf Unterschiede in den Reinigungsstandards zwischen verschiedenen Landern

hinweisen.

Auf Basis der Daten dieser Arbeit ist der Eintrag von Pseudomonas in die Rohmilch Uber die
Stallluft unwahrscheinlich. Dies widerspricht den Annahmen von Carafa et al. (2020), dass
Pseudomonas durch Staub in die Rohmilch gelangt, basierend auf Studien, die Proteobacteria
in Stalluft nachweisen konnten (Dungan, 2012; Pfister et al., 2017). Jedoch wurde hierbei der
Staub nach Aufschiitteln der Einstreu gesammelt (Pfister et al., 2017) bzw. das Abwasser
eines Stalls mithilfe eines Zerstaubers verteilt und die Aerosole mit einem Luftkeimsammler
aufgefangen (Dungan, 2012). Da dies jedoch nicht den realistischen Bedingungen bei den
Erzeugerbetrieben entspricht, werden die Schlussfolgerungen von Carafa et al. (2020)

angezweifelt.

Eine umfassende Analyse zur Identifikation von Kontaminationsquellen fiir Pseudomonas
wurde von Nucera et al. (2016) auf sechs italienischen Betrieben durchgefihrt, die jeweils drei
Mal beprobt wurden. Hier konnte Pseudomonas in 77 % der Proben detektiert werden. Eine
kontinuierliche Belastung mit persistenten Stammen wurde hierbei in den Wasserproben sowie
den Zitzenbechern detektiert. Aus diesem Grund wurde das Wasser als Primareintrag von
Pseudomonas hypothetisiert, was eine Kontamination sowie Biofiimbildung in der Melkanlage
nach sich zieht. Letztere fihren anschlielend zu einer anhaltenden Kontamination der
Rohmilch. Die Persistenz der Stamme konnte auf eine Resistenz gegeniber
Reinigungsmitteln hinweisen. Vidal et al. (2017) beprobten zehn brasilianische Milchbetriebe
zur Analyse moglicher Eintragsquellen von Pseudomonas. Hier konnten u.a. in 100 % der
analysierten Wischproben der Kihltanks, 95 % der Zitzenbecher nach dem Melken, 90 % der
Euter vor Euterreinigung, 85 % der Zitzenbecher vor dem Melken und 50 % der Euter nach
Euterreinigung Pseudomonaden detektiert werden. Im Falle der Wasserproben wurden in

70 % der Falle Pseudomonas isoliert, jedoch konnte keine Ubereinstimmung mit den
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Rohmilch-Isolaten  hergestellt werden. Daher wurde Wasser als unbedeutende
Kontaminationsquelle bewertet. Die Autoren schlussfolgerten, dass Pseudomonas auf den
Betrieben sehr verbreitet und ein gutes Hygienemanagement zur Kontrolle von

Kontaminationen mit dieser Gattung vonnéten sei.

Auch in der vorliegenden Arbeit wird der Eintrag von Pseudomonas tiber Wasser aufgrund der
geringen detektierten Keimzahlen in den Proben als unwahrscheinlich angesehen. Zudem
konnten keine Unterschiede zwischen Brunnenwasser und konventioneller Wasserversorgung
festgestellt werden (Abbildung A 1E). Die hohen Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen im
Nachspulwasser hingegen indizieren Reinigungsmangel. Dies wird durch die Auffalligkeiten,
die wahrend der Probenahme notiert wurden, unterstitzt. Haufig wurde ein falsches
Reinigungsmittel verwendet. Hierbei gibt es Unterschiede in Art und Zusammensetzung der
Saure oder Lauge und es muss zwischen Produkten fiir den Sammeltank und die Anlage
unterschieden werden. Weiterhin fiel eine zu geringe Reinigungstemperatur auf, was auch in
der Literatur wiederholt berichtet wird (Bava et al., 2009; Bava et al., 2011; Latorre et al., 2010).
Beispielsweise wurden in einer italienischen Studie, in der 22 Betriebe jeweils zwei Mal
hinsichtlich der Reinigungsprozeduren analysiert wurden, in 89 % der Falle eine zu geringe
Reinigungstemperatur (< 45 °C) festgestellt. Dies war assoziiert mit hOheren Belastungen der
Rohmilch und des Nachspiilwassers mit psychrotoleranten Bakterien. Eine routinemaRige
Kontrolle und Korrektur der Reinigungstemperatur wurde als einfache und effektive Methode
zur Verbesserung der Rohmilchqualitat empfohlen (Bava et al., 2011). Hof 4 wies mit log 3,22
KbE*mI! Pseudomonas und einer Gesamtkeimzahl log 4,84 KbE*ml? die hochsten
Belastungen im Nachspilwasser auf. Nach Angaben des Landwirtes bestanden Probleme mit
dem Keimgehalt der Milch seit dem Wechsel auf ein chlorfreies Reinigungsmittel. An seinen
Hygienepraktiken habe er nichts verandert. Auffallig war, dass die Leitungen nach der
Reinigung nicht entwassert wurden und das Nachsptilwasser bis zum nachsten Melkvorgang
in den Rohren stand. Dies kdénnte zu einem starken Wachstum von Mikroorganismen gefiihrt
haben, die vermutlich Biofilme in den Rohren bildeten. Es wére denkbar, dass das
aggressivere, chlorhaltige Reinigungsmittel vor der Umstellung diese Biofilme entfernt hatte,
das neue Reinigungsmittel jedoch nicht. Dem Landwirt wurde empfohlen, nach jedem
Spulvorgang die Leitungen zu entwassern. Dieses Beispiel soll exemplarisch die individuellen
Problematiken und Gegebenheiten auf den Hofen verdeutlichen und unterstreichen, dass
umfassende Aussagen zu mdglichen Eintrittsrouten aufgrund der Komplexitat problematisch
sind. Obwohl viele Informationen zu den Betrieben vorlagen, konnte im Rahmen unserer
Studie nicht erfasst werden, wie die Hygienepraktiken auf den einzelnen Hoéfen durchgefuhrt

wurden. Von diesen wird ein substanzieller Einfluss auf die Rohmilchqualitat vermutet.
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Zusammenfassend konnten mégliche Kontaminationsquellen der Rohmilch mit Pseudomonas
wie beispielsweise der Zapfhahn des Rohmilchtanks festgestellt werden. Weiterhin werden
eine Kontrolle der Reinigungstemperatur sowie die manuelle Reinigung von Bereichen
empfohlen, die schwer von der automatischen Spilung erreicht werden. Jedoch hatte jeder
Hof individuelle Schwachstellen im Hygienemanagement, die zu hohen Pseudomonas-
Belastungen fiihren, weshalb keine universellen Handlungsempfehlungen ausgesprochen
werden konnen. Der Eintrag Uber Wasser oder Luft wurde als unbedeutend eingeschétzt.
Vergleiche zu anderen Studien sind aufgrund der unterschiedlichen Vorgehensweisen zur
Beprobung und Differenzen in den Hygienestandards zwischen verschiedenen Landern
problematisch. In weiterfihrenden Arbeiten kdnnten die gleichen Héfe wiederholt beprobt
werden, um kontinuierlich belastete Bereiche oder persistierende Stdmme zu identifizieren.
Ein weiterer Ansatz ware die Uberpriifung des Effekts von Handlungsempfehlungen an den
Erzeuger durch eine erneute Beprobung. Grundséatzlich ware fur einen besseren Vergleich der
Keimbelastung zwischen den einzelnen Probenahmestellen eine Festlegung von einheitlichen
Flachen fur die Beprobung mit den Tupfern sinnvoll. Damit kdnnte man auch die Keimzahlen
statt auf das Volumen der Ringerlésung, in die die Tupfer ausgeschiittelt wurden, auf die
beprobte Flache beziehen, wie es beispielsweise in der Studie von Flach et al. (2014)
praktiziert wurde. Dies war jedoch durch die Vielzahl an Probenahmestellen mit Differenzen in
Zuganglichkeit und verfiigbarer Flache fur die Beprobung in der vorliegenden Studie nicht
durchfuhrbar. Durch eine Einschrankung auf wenige, interessante Probenahmestellen ware

es jedoch in zukinftigen Untersuchungen mdéglicherweise umsetzbar.

1.5 Rohmilchtransport als potentielle Quelle fir hohe Pseudomonas-Keimzahlen

Zur Analyse des Einflusses des Transports der Rohmilch zur Molkerei sowie der
anschlieRenden Stapelung im Rohmilchtank auf die Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen
wurden sieben vollstandige Sammeltouren beprobt. Da keine Informationen zu den Volumina
der einzelnen Hofsammeltankproben vorlagen, konnten die prézisen durchschnittlichen
Pseudomonas-Belastungen der Hofproben nicht berechnet werden, um sie mit den
entsprechenden Sammelwagenproben zu vergleichen. Allerdings indiziert eine Belastung des
Sammelwagens, die héher als jene aller zugehdrigen Hofproben ist, einen Anstieg der
Pseudomonas-Keimzahlen. Gleiches gilt auch fir den Vergleich der Sammelwagenproben mit
der entsprechenden Stapeltankprobe in den Touren mit zwei Sammelwégen. Die Ergebnisse
der Analysen ergaben, dass es unabhangig von der Transport- und Lagerzeit zu hohen
Pseudomonas-Keimzahlen kommen kann (Abbildung 23). Die Gattung weist mit 5,5 bis 14,7 h

bei 4-6 °C die klrzesten Generationszeiten der psychrotoleranten Bakterien in Rohmilch auf
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(Cousin, 1982; Sgrhaug & Stepaniak, 1997). Wahrend der Anstieg im Stapeltank von Tour D
von Uber einer Log-Stufe wahrend der Lagerdauer von 36 h daher auf Wachstum
zuriickfihrbar ist, konnen die Veranderungen von bis zu log 2,5 Zellen*ml? in den
Sammelwégen von Tour E, F und G nicht allein durch Zellteilung wahrend den relativ kurzen
Transportzeiten von 1,5 — 3,25 h erklart werden. Weiterhin fanden nennenswerte Anstiege der
Gesamtkeimzahl Gber eine Log-Stufe ebenfalls nur in Sammelwégen von Tour E und F statt.
Dies konzentriert die Problematik hoher Pseudomonas-Keimzahlen auf die Sammelwégen und
indiziert Kontaminationsquellen, beispielsweise durch unzureichende Reinigung der
Sammeltanks. Letzteres wird auch in der Literatur haufig berichtet, da Bereiche in den
Sammelwéagen gefunden wurden, die trotz CIP hohe Keimzahlen aufwiesen (Bell et al., 1994;
Darchuk et al., 2015a; Paez et al., 2013). In Studien von Teh et al. konnten Bakterien aus den
Sammelwagentanks isoliert werden, die eine starke Fahigkeit zur Biofilmbildung und hohe
proteolytische Aktivitaten aufwiesen. Haufig wurde auch Pseudomonas isoliert (Teh et al.,
2012; Teh et al.,, 2014; Teh et al.,, 2011). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass
Biofilme, inshesondere, wenn sie aus mehreren verschiedenen Arten bestehen, proteolytisch
aktiver als planktonische Zellen sind (Frolund et al., 1995; Teh et al., 2012) und zudem in ihrer
proteolytischen Aktivitat und Zusammensetzung jahreszeitliche Unterschiede zeigen (Teh et
al., 2011). Analysen unserer Kooperationspartner in Kiel konnten eine stammspezifische und
bis zu 100-fach héhere Proteolyse bei Biofilmbildung im Vergleich zu planktonischen Zellen
feststellen (unpublizierte Daten). Dies verdeutlicht, dass neben der Problematik des
kontinuierlichen Keimeintrages Biofilme eine starkere Belastung der Rohmilch mit Proteasen
in den Sammelwagen erzeugen konnen, auch bei einer guten Ausgangsqualitat der
urspringlichen Hofmilch. Eine weitere Ursache fur hohe Keimzahlen nach dem Transport der
Rohmilch kénnte die Tatsache sein, dass die Sammelwagen alle 24 h gereinigt werden,
unabhangig von der Anzahl an durchgefiihrten Touren (Darchuk et al., 2015b; Kuhn et al.,
2018). Da die Tanks meist nicht aktiv gekihlt, sondern lediglich isoliert sind, kdnnten die
Temperaturen wahrend der Leerfahrten zwischen den Befilllungen im Tank ansteigen und zu
einem Wachstum der Mikroorganismen in der Restmilch fuhren. Teh et al. (2012) konnten
zeigen, dass die Oberflaiche eines leeren, isolierten Milchtanks 20 °C bei warmen
AulRentemperaturen erreicht. In der vorliegenden Arbeit konnten die starksten Pseudomonas-
Anstiege in den beiden Touren mit der hdochsten AufRentemperatur von 27 °C verzeichnet
werden (Tour E und F). Zudem waren dies die einzigen Touren mit einer hoéheren
Gesamtkeimzahl, welche ansonsten kaum durch die Lagerung und den Transport beeinflusst
wurde. Dies indiziert, dass die Hygienepraktiken bei heil3en Auf3entemperaturen nicht

ausreichend sind. Demgegeniber stehen jedoch Untersuchungen von Kuhn et al. (2018),
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welche zwar Kreuzkontaminationen von frischer Rohmilch in Milchkannen nachweisen
konnten, die zuvor ungereinigt mit Restmilch fir einige Stunden bei Raumtemperatur standen,
aber nicht bei Sammelwagentanks. Vermutlich ist hier das Volumen der Restmilch zu gering,
um zu einem nennenswerten Bakterieneintrag zu fiihren. Dies wurde auch von Darchuk et al.
(2015a) berichtet. Allerdings konnte eine signifikante Reduktion von Bakterien auf
Tankoberflachen nach einer Spulung mit Wasser nachgewiesen werden (Darchuk et al.,
2015a; Darchuk et al., 2015b; Dommett et al., 1980). Wenn dies nach jeder Leerung bei der
Molkerei angewendet wirde, konnte es langfristig ein effektives Verfahren zur Verminderung

des Eintrages von Mikroorganismen durch die Sammeltanks darstellen.

Bei Analyse der Veranderungen des Rohmilchmikrobioms wéahrend Transport und Lagerung
von zwei ahnlich aufgebauten Touren fiel auf, dass der Transport nur einen geringen Einfluss
hat, da die Sammelwagenproben eine gute Reprasentation der entsprechenden Hofproben
darstellten. Bei den Stapeltankproben beider Touren konnten hingegen gréf3ere, vergleichbare
Veranderungen festgestellt werden. Insbesondere die Gram-positiven Gattungen, die das
Kernmikrobiom der einzelnen Proben der Sammeltouren bildeten, wie Clostridium und
Corynebacterium, hatten geringere relative Anteile in den Stapeltankproben (Abbildung 24).
Dies konnte durch das Wachstum von teilweise psychrotoleranten Gattungen wie Lactococcus
erklart werden. Pseudomonas konnte lediglich in einer Hofprobe mit Anteilen > 1,5 % detektiert
werden. Die zugehdrige Stapeltankprobe hatte hingegen mit 3,4 % bereits eine erhohte
Belastung und zeigte auch bei den absoluten Keimzahlen einen deutlichen Anstieg an
Pseudomonas. Obwohl in den analysierten Sammeltouren keine dominanten Anteile dieser
Gattung gefunden wurden, weisen die Ergebnisse darauf hin, dass bereits ein geringer initialer
Eintrag ausreichend ist, um zu hohen finalen Konzentrationen zu fiihren, die ein Risiko fur die
Rohmilchqualitéat darstellen. McHugh et al. (2020) analysierten die Rohmilch von 22
Sammelwagentanks, wobei zwischen zwei Laktationsphasen unterschieden wurde.
Inshesondere in der spaten Laktationsphase (Oktober) wurde Pseudomonas mit
durchschnittlich 20,3 % neben Acinetobacter (25,4 %) als dominante Gattung identifiziert.
Diese waren bereits in den zugehorigen Hofsammeltank mit hohen Anteilen vertreten, was
sich jedoch im Sammelwagen verstarkte. In der mittleren Laktationsphase (Mai) war
Pseudomonas in signifikant geringeren Anteilen vertreten. Dies kdnnte mdglicherweise die
niedrigen Anteile in den Sammelwdgen unserer Arbeit erklaren, da die Touren in den
Frihlings- und Sommermonaten beprobt wurden. In einer Studie von Kable et al. (2016) wurde
die mikrobielle Zusammensetzung von 899 Sammelwagentanks untersucht. Hierbei wurden
hochdiverse Rohmilchmikrobiota gefunden und bei 40 % der Proben hatten seltene

Gattungen, die unter 1 % des Mikrobioms ausmachten, insgesamt einen Anteil von Uber 50 %.

116



Diskussion

Dies deckt sich nicht mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, da der Anteil an Gattungen
< 1,5 % zwischen 6,5 und 14,7 % am Mikrobiom der analysierten vier Sammelwagen betrug.
Jedoch konnen Ubereinstimmungen zu den Gattungen des Kernmikrobioms der Studie
gefunden werden. Zu diesem zahlten Streptococcus, Staphylococcus, Clostridiales,
Corynebacterium, Turicibacter und Acinetobacter. Pseudomonas wurde analog zu unseren
Ergebnissen nicht als Teil des Kernmikrobioms detektiert, wies jedoch in einigen Proben hohe
Anteile auf. In der Studie wurden neben den Sammelwé&gen noch finf Rohmilchstapeltanks in
Molkereien analysiert. Auch hier wurden deutliche Unterschiede zu den Sammelwagenproben
gefunden, mit erhdhten Anteilen von Lactococcus, Streptococcus, Acinetobacter und
Pseudomonas, wohingegen Corynebacterium und Clostridiales verringert waren. Dies
bestétigt ebenfalls die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Eine Studie von Porcellato et al.
(2018) fokussierte sich auf die Zusammensetzung der Stapeltankproben aus zwei Molkereien
und beprobte diese 13 Monate lang. Als Kernmikrobiom der Rohmilch beider Molkereien
wurde Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, Streptococcus, Lactococcus,
Chryseobacterium und Firmicutes ermittelt. Zudem konnte ein jahreszeitlicher
Zusammenhang mit der Komposition der Rohmilchmikrobiota identifiziert werden, da
Pseudomonas in den Wintermonaten dominierte, Bacillus wiederum in den Sommermonaten.
In der Studie von McHugh et al. (2020) machten in den Rohmilchproben von vier Stapeltanks
psychrotolerante Gattungen wie Pseudomonas, Acinetobacter und Lactococcus den Grof3teil
des Mikrobioms aus. Jedoch war die Zusammensetzung nicht abhangig von der

Laktationsphase, wie es bei den Sammelwagenproben der Fall war.

Zusammenfassend ergaben die Analysen der Sammeltouren, dass die Sammelwéagen ein
hohes Risiko fiir Kontaminationen mit Pseudomonas bergen. Aus diesem Grund werden eine
Uberprufung und ggf. Optimierung der Hygienepraktiken empfohlen. Die Veranderungen der
Rohmilchmikrobiota wahrend der Lagerung im Rohmilchstapeltank sind durch das Wachstum
psychrotoleranter Arten bedingt. Abhdngig vom initialen Eintrag an Pseudomonas durch die
Erzeuger oder die Sammelwagen in die Rohmilch kénnen wahrend der finalen Lagerung
Pseudomonas-Konzentrationen entstehen, die ein Risiko fir den enzymatischen Verderb
darstellen. Intensivere Analysen dieser Thematik konnten den jahreszeitlichen Einfluss
fokussieren sowie, durch die Beriicksichtigung der Milchvolumina, eine genauere Berechnung
der durchschnittichen Keimzahlen ermdéglichen. Weiterhin  wéren Analysen zum
Temperaturverlauf im Sammelwagentank, insbesondere bei Leerfahrten, sowie Beprobungen

der Wagen zur Identifikation der mdglichen Kontaminationsquellen aufschlussreich.
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2 Charakterisierung neuer Pseudomonas-Spezies

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei neue Pseudomonas-Spezies charakterisiert, deren
Stdmme aus Rohmilch oder Milchhalbfabrikaten isoliert wurden. Aus diesem Grund wird eine
Relevanz dieser Spezies fur die Milchindustrie vermutet. Als zentrale Bestandteile einer
Neubeschreibung gelten die Abgrenzung der neuen Spezies von bereits bekannten Arten
sowie die Charakterisierung von typischen Eigenschaften und Merkmalen auf genotypischer,

phéanotypischer und chemotaxonomischer Ebene (vgl. Einleitung 4.3).

2.1 Pseudomonas saxonica sp. nov.

Die ersten phylogenetischen Analysen der Stamme WS 50727 und WS 5092 auf Basis von
16S rRNA und rpoD indizierten die Zugehdrigkeit zur gleichen, bisher unbekannten Spezies
(Ergebnisse 2.1.1). Zudem wurden die Sequenzibereinstimmungen mit Typstammen valide
beschriebener Arten verglichen. Da die 16S rRNA aufgrund der nahen
Verwandtschaftsverhaltnisse von Pseudomonas nicht ausreichend differenzierend ist (Mulet
et al., 2010), wurde sich hierbei insbesondere auf die Ergebnisse der rpoD-Analyse gestiitzt.
Diese ergaben eine maximale Sequenzubereinstimmung zu P. fragi DSM 3456 mit 93 %, was
deutlich unter dem Grenzwert zur Spezieszugehdrigkeit von 98 % lag. Allerdings wurde ein
phylogenetischer Baum auf Basis des 16S rRNA Gens berechnet, da dies nach wie vor einen
essentiellen Bestandteil einer validen Neubeschreibung darstellt (Logan et al., 2009; Tindall et
al., 2010). Hier konnte P. saxonica sp. nov. in Nachbarschaft zu P. fragi und P. deceptionensis
lokalisiert werden (Abbildung 25). In den MLSA-Analysen wurde die zu charakterisierende
Spezies schlie3lich als klar abgegrenzter Ast innerhalb der P. fragi-Gruppe des P. fluorescens-
Komplexes eingeordnet (Abbildung 28). Anhand der Ergebnisse der ANI-Berechnungen
konnte schlie3lich die Zugehdrigkeit der beiden Isolate zur gleichen Spezies und gleichzeitig
das Vorliegen einer bisher nicht valide beschriebenen Art bestétigt werden, da der am
nachsten verwandte Typstamm P. fragi DSM 3456 mit 86,3 % deutlich unter dem von Richter
& Rosell6-Méra (2009) postulierten Grenzwert von 95 % lag (Tabelle 18).

Die neue Spezies zeigte eine fir Pseudomonas typische Zell- und Koloniemorphologie (vgl.
Ergebnisse 2.2.1). Eine Besonderheit wies jedoch der Typstamm WS 50727 durch die
heterogene Koloniemorphologie auf (Abbildung 31A), wohingegen WS 5092 lediglich in Form
des groRReren Kolonietyps wuchs. Dieses Phanomen wird als phenotypic switching oder
Bistabilitat bezeichnet und wurde bereits bei verschiedenen Pseudomonas-Spezies wie
P. fluorescens, P. tolaasii oder P. aeruginosa beschrieben (Gallie et al., 2019; Gallie et al.,

2015; Han et al., 1997; Haussler, 2004). Es ist evolutionar gesehen eine Uberlebensstrategie,
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die insbesondere bei unvorhersehbaren Umweltbedingungen eintritt und zu einem schnellen
stochastischen Wechsel zwischen phanotypischen Auspragungen fuhrt. Als molekulare
Grundlage gelten hierfir kurze repetitive DNA-Sequenzen, die zu einem Slippage der
Polymerase und damit zu einer veranderten Genexpression fuihren (Gallie et al., 2015). Auch
bei der Pathogenitat von Bakterien spielt phenotypic switching eine Rolle, wie beispielsweise
bei Pseudomonas aeruginosa. Als bekanntester Morphotyp dieser Gattung gilt die Small
colony variant, welche Biofilme bildet, eine hohere Resistenz gegeniiber Antibiotika zeigt und

haufig aus chronisch infizierten Lungen isoliert werden kann (Haussler, 2004).

Neben den morphologischen Unterschieden zwischen den beiden Isolaten WS 5072" und
WS 5092 konnten auch bei den phanotypischen und biochemischen Analysen Differenzen
festgestellt werden (Ergebnisse 2.3.1). Sowohl die Bildung fluoreszierender Pigmente als auch
die Saureproduktion aus L-Xylose waren stammspezifisch (Abbildung 34). Insgesamt weist
dies auf die Heterogenitét innerhalb einer Spezies hin. Daher sollten Neubeschreibungen nicht
auf einem einzelnen Isolat basieren (Logan et al., 2009; Oren & Garrity, 2014). Im Vergleich
zu den am nachsten verwandten Referenzspezies wies P. saxonica sp. nov. vergleichbare, fur
Pseudomonas typische Wachstumsbedingungen auf. Sie konnte jedoch durch mindestens
funf Eigenschaften von den anderen Spezies abgegrenzt und damit auch auf phanotypischer
Ebene als eigenstandige Art nachgewiesen werden. Neben der Bistabilitat in der
Koloniemorphologie war die positive Aesculinhydrolyse eine Eigenschaft, die exklusiv fur
P. saxonica sp. nov. beobachtet wurde. Bei den chemotaxonomischen Analysen wies
WS 5072 fur diese Gattung typische respiratorische Chinone mit Q9 als Hauptkomponente
auf, sowie ein bekanntes Muster an polaren Lipiden (Abbildung 36) (Moore et al., 2006). Die
Zusammensetzung der zellularen Fettsduren war mit einer Prddominanz von C16:0 mit einem
Anteil von 32,2 % vergleichbar mit jenen der nah verwandten Typstamme. Lediglich
P. aeruginosa DSM 500717, welche als Typspezies der Gattung in die phanotypischen und
chemotaxonomischen Analysen aufgenommen wurde, zeigte Differenzen im Fettsaureprofil
(Tabelle 24). Dies kann auf den geringen Verwandschaftsgrad zu P. saxonica sp. nov.
zurlickgefuhrt werden, der sich auch in einem ANIm Wert von lediglich 83 % zeigte (Tabelle
18).

Im Vergleich zu den Originalbeschreibungen der verwendeten Referenzspezies konnten
einige Unstimmigkeiten gefunden werden. Fur P. psychrophila DSM 17535 und P. versuta
LMG 29628" wurde eine positive Urease-Reaktion berichtet (See-Too et al., 2017; Yumoto et
al., 2001). Dies deckt sich nicht mit den Ergebnissen vorliegender Studie, da dies nur bei

P. aeruginosa DSM 50071" detektiert wurde. Weiterhin konnte die beschriebene Produktion
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von Pyoverdin bei P. versuta LMG 29628" nicht bestatigt werden (See-Too et al., 2017).
SchlieB3lich konnten noch kleinere Unterschiede in den tolerierten Bereichen fir pH, NaCl-
Konzentration und Temperatur ermittelt werden. Letztendlich unterstreichen diese Differenzen
die Notwendigkeit der parallelen Analyse der unbekannten Spezies mit den am n&chsten
verwandten Referenzspezies, da andere Gegebenheiten zwischen verschiedenen Laboren
die Ergebnisse beeinflussen kdnnen. Weiterhin verwendet jedes Labor eine eigene
Zusammenstellung an zu untersuchenden Charakteristika, sodass nicht fir jede Reaktion das
Ergebnis fir die entsprechende Referenzspezies aus den Originalbeschreibungen ermittelt
werden kann.

In Anlehnung an den Ort der Isolation des Typstammes aus Magermilchkonzentrat, eine Stadt
im Bundesland Sachsen, wurde der Name Pseudomonas saxonica sp. nov. (sa.xo'ni.ca. M.L.
fem. adj. saxonica) gewahlt. WS 50727 wurde als Typstamm festgelegt und als DSM 108989
bzw. LMG 31234" in den Stammsammlungen der DSMZ und BCCM/LMG hinterlegt. Aufgrund
der negativen Proteolyse auf Caseinagar sowohl bei 4 °C als auch bei 25 °C sowie der
Abwesenheit des aprX-lipA2-Operons wird von einem geringen proteolytischen
Verderbspotential ausgegangen. Allerdings konnte Lipolyse auf Tributyrinagar bei beiden
analysierten Temperaturen festgestellt werden, weshalb aus diesem Grund eine Relevanz

dieser Spezies fir die Milchindustrie vermutet wird.

2.2 Pseudomonas haemolytica sp. nov.

Bei den beiden Isolaten WS 5063" und WS 5067, welche spater als Pseudomonas haemolytica
sp. nov. bezeichnet wurden, konnte analog zu P. saxonica sp. nov. durch die
Einzelgenanalysen von 16S rRNA und rpoD die Zugehorigkeit zur gleichen, bisher
unbekannten Spezies nachgewiesen werden (Ergebnisse 2.1.1). Als maximale
Sequenzibereinstimmung von rpoD konnte 95 % im Fall von P. libanensis DSM 171497
festgestellt werden, was unter dem Grenzwert von 98 % lag. In der 16S rRNA Phylogenie wies
P. haemolytica sp. nov. einen abgegrenzten Ast neben P. fluorescens DSM 500907,
P. canadensis LMG 28499" und P. salomonii CFBP 20227 auf (Abbildung 26). In der hoher
auflésenden MLSA-Phylogenie hingegen war er in Nachbarschaft zu P. libanensis DSM
17149" und P. synxantha DSM 18928" innerhalb der P. fluorescens-Gruppe lokalisiert
(Abbildung 29). Die ANIm-Analysen lieferten letztendlich den Nachweis des Vorliegens einer
bisher nicht valide beschriebenen Spezies, da die beiden Isolate WS 5063T und WS 5067 mit
einer Ubereinstimmung von 98,7 % der gleichen Spezies zugeordnet werden konnten, jedoch
mit 91,4 % nicht den am nachsten verwandten Arten P. synxantha DSM 18928" und
P. libanensis DSM 171497 (Tabelle 19).
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Die Spezies zeigte eine fur die Gattung typische Morphologie (Ergebnisse 2.2.2). Es konnten
keine Unterschiede zwischen den beiden Isolaten festgestellt werden, wie es bei P. saxonica
sp. nov. der Fall war. Auch konnten bei den phanotypischen und biochemischen
Untersuchungen keine Differenzen verzeichnet werden (Ergebnisse 2.3.2). Die tolerierten und
optimalen Wachstumsbedingungen waren ebenfalls typisch fur die Gattung und mit den am
nachsten verwandten Referenzspezies vergleichbar. Neben der starken Proteolyse auf
Caseinagar sowie Lipolyse auf Tributyrinagar sowohl bei der optimalen Wachstumstemperatur
von 30 °C als auch bei 4 °C wurde bei beiden Stammen eine starke 3-Hamolyse auf Blutagar
nachgewiesen (Abbildung 35). Diese konnte neben P. haemolytica sp. nov. lediglich bei
P. paralactis DSM 291647 und P. aeruginosa DSM 500717 gezeigt werden (Tabelle 22), jedoch
in einer geringeren Intensitat. Aus diesem Grund war die -Hamolyse ausschlaggebend bei
der Namensfindung fiir die neue Spezies. Die Fahigkeit, Erythrozyten zu lysieren, kénnte ein
potentieller Pathogenitétsfaktor sein. Bei P. aeruginosa, welches ein opportunistisches
Humanpathogen darstellt und verantwortlich fir zahlreiche nosokomiale Infektionen ist, ist das
Hamolysin ExIA bekannt. Dieses gehort zur Familie der Cytolysine/Hamolysine, deren Aktivitat
am besten fur ShlA von Serratia marcescens beschrieben ist (Reboud et al., 2017). Genom-
basierte Analysen von WS 5063" und WS 5067 ergaben das Vorliegen eines
Hamolysinclusters mit shlA, sowie den Sequenzen fir die Transporterproteine shiB_1, shiB_2
und shiB_3 (letzteres war nur bei WS 5063" vorhanden). Tiefergehende Analysen, die von
Christopher Huptas, Lehrstuhl fiir Mikrobielle Okologie, TUM, durchgefiihrt wurden, ergaben,
dass Homologe des shlA-Gens von WS 5063" auch in weiteren Typstammen von
Pseudomonas-Spezies wie P. synxantha DSM 189287, P. libanensis DSM 17149" oder
P. paralactis DSM 29164T vorhanden waren. Jedoch zeigten nicht alle dieser Spezies die B-
Hamolyse auf Blutagar. Letztendlich konnte keine Homologie zu ExIA von P. aeruginosa DSM
500717 gefunden werden, weshalb von dem Vorhandensein eines Paralogs ausgegangen
wird. Vermutlich existieren bei Pseudomonas mehrere verschiedene Hamolysine.
Informationen zur Zusammensetzung der Proteinfamilie sowie die Unterschiede zwischen den
einzelnen Hamolysinen erfordern weiterfihrende Untersuchungen. Auch konnte die
Pathogenitat von P. haemolytica sp. nov. in Zellkultur- und Tierversuchen analysiert werden.
Da jedoch P. aeruginosa der einzige bekannte humanpathogene Vertreter dieser Gattung ist
und eine relativ weite Verwandtschaft mit P. haemolytica sp. nov. aufweist (paarweiser Anim
von 83,6 %), wird eine Pathogenitdt der vorliegenden Spezies als unwahrscheinlich

angesehen.

Auf Basis der phanotypischen Analysen konnte P. haemolytica sp. nov. durch vier Faktoren

als eigenstandige Art von den phéanotypisch ahnlichsten Typstammen P. libanensis DSM
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171497 und P. paralactis DSM 29164 abgegrenzt werden (Tabelle 22). Hier wurde zudem die
maximal tolerierte Wachstumstemperatur als differenzierende Eigenschaft gewertet, da einige
Spezies wie P. libanensis DSM 17149" bei 37 °C wachsen konnten, P. haemolytica sp. nov.
jedoch nicht. Die Fahigkeit, bei 37 °C zu proliferieren, kann als mdglicher Pathogenitétsfaktor
angesehen werden (Rosa e Silva et al., 2008). Auch dies unterstitzt die Annahme, dass mit
P. haemolytica sp. nov. keine humanpathogene Spezies vorliegt. Insgesamt konnten die
biochemischen und phanotypischen Analysen das Vorliegen einer neuen Spezies bestétigen.
Die chemotaxonomischen Charakterisierungen ergaben ebenfalls fir diese Gattung typische
Ergebnisse (Ergebnisse 2.4.2). Bei den respiratorischen Chinonen von WS 5063" wurde Q9
als dominant ermittelt. Im Gegensatz zu P. saxonica sp. nov. konnten jedoch keine Spuren
von Q7 nachgewiesen werden. Die zellularen Fettsauren zeigten das fiir die Pseudomonas
fluorescens Gruppe typische Muster, mit C16:0 mit 31,1 % als haufigste Fettsaureart (Tabelle
25). Bei den polaren Lipiden wurden zusatzlich zu jenen von P. saxonica sp. nov. noch ein

Phospholipid und zwei Lipide gefunden (Abbildung 37).

Auch bei den Analysen zur Charakterisierung von P. haemolytica sp. nov. konnten einige
Diskrepanzen zu den Originalbeschreibungen der verwendeten Referenzspezies detektiert
werden. Urease-Aktivitat konnte in der vorliegenden Arbeit lediglich fur P. aeruginosa DSM
50071" detektiert werden, wurde jedoch zudem fur P. canadensis LMG 28499" berichtet
(Tambong et al., 2017). Ebenfalls konnte die Produktion fluoreszierender Pigmente auf King B
Agar bei P. poae DSM 14936" nicht nachgewiesen werden (Behrendt et al., 2003). Wie bei
P. saxonica sp. nov. bereits beschrieben traten auch Abweichungen zu den berichteten

tolerierten Wachstumsbedingungen auf.

Da auf Basis des polyphasischen Ansatzes das Vorliegen einer neuen Spezies gezeigt werden
konnte, wurde WS 5063 als Typstamm definiert und als DSM 108987" bzw. LMG 312327 in
den oben genannten Stammsammlungen hinterlegt. Die Namensgebung von P. haemolytica
sp. nov. (hae.mo.ly’ti.ca. Gr. neut. n. haima Blut; Gr. masc. adj. lytikos auflésend; N.L. fem.
adj. haemolytica) basierte, wie bereits erwdhnt, auf der starken B-Hamolyse. Die ebenfalls
ausgepragten Lysehdfe auf Caseinagar und Tributyrinagar sowohl bei Optimaltemperatur von
30 °C als auch bei 4 °C weisen auf ein hohes enzymatisches Verderbspotential dieser Gattung
hin.

2.3 Pseudomonas cremoris sp. nov.

Bei den Einzelgenanalysen wiesen die Stamme WS 5106" und WS 5096 sowohl bei der 16S
rRNA als auch bei rpoD eine vollstandige Sequenzhomologie auf (Ergebnisse 2.1.1). Aufgrund

unterschiedlicher Isolationsorte und —medien wurde dennoch von dem Vorliegen zweier
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unterschiedlicher Stamme ausgegangen. Auf Basis einer maximalen rpoD-Sequenzhomologie
von 95,6 % zu P. grimontii DSM 17515" konnten die Isolate keiner bisher bekannten Spezies
zugeordnet werden. Auch in der 16S rRNA Phylogenie bildete die spater als Pseudomonas
cremoris sp. nov. bezeichnete Art einen abgegrenzten Ast (Abbildung 27). Auf Basis der
Einzelgenanalysen sowie der MLSA-Phylogenie (Daten nicht gezeigt) wurden die
Referenzspezies fur die phanotypischen Analysen ausgewahlt. Erst nach Abschluss der
Arbeiten wurden Pseudomonas kairouanensis CECT 9766"™ und Pseudomonas nabeulensis
CECT 9765" als nah verwandte Spezies publiziert (Oueslati et al., 2019). Aus diesem Grund
wurde ein aktueller phylogenetischer Baum berechnet, wobei statt MLSA eine hochaufldsende
Kerngenom-Phylogenie verwendet wurde. Hier konnte P. cremoris sp. nov. klar als eigener
Ast von P. kairouanensis CECT 9766" und P. nabeulensis CECT 9765" abgegrenzt werden
(Abbildung 30). Auch bei der ANIm-Analyse lag die Ubereinstimmung bei maximal 90,1 % im
Fall von P. nabeulensis CECT 9765", was das Vorliegen einer neuen Spezies bewies. Die
Ubereinstimmung zwischen WS 5106" und WS 5096 war mit 99,9 % sehr hoch (Tabelle 20).
Allerdings werden ANIm-Werte von bis zu 100 % fir verschiedene Stamme der gleichen
Spezies berichtet (Richter & Rosell6-Méra, 2009).

Die Morphologie sowie die Wachstumsbedingungen von P. cremoris sp. nov. waren typisch
fur Pseudomonas und wiesen keine Besonderheiten auf (Ergebnisse 2.2.3, 2.3.3). WS 51067
unterschied sich von WS 5096 durch die fehlende Produktion von fluoreszierenden Pigmenten
auf King B Agar sowie die negative Urease-Reaktion. Dies unterstitzt neben der Herkunft der
Isolate die Hypothese des Vorliegens zweier unterschiedlicher Stamme. Der Vergleich der
phanotypischen Eigenschaften von P. cremoris sp. nov. mit den am nachsten verwandten
Arten war problematisch, da die Analysen zu P. kairouanensis CECT 9766" und P. nabeulensis
CECT 9765" nicht in unserem Institut durchgefihrt, sondern lediglich aus der
Originalbeschreibung verwendet wurden (Tabelle 23). Allerdings wurden von diesen Autoren
die meisten von uns analysierten Charakteristika nicht beschrieben. Dennoch konnte
P. cremoris sp. nov. durch mindestens drei Faktoren von der phanotypisch am ahnlichsten
Gattung P. kairouanensis CECT 9766" unterschieden werden. Es wird vermutet, dass die Zahl
der differenzierenden Charakteristika héher ware, wenn die Ergebnisse aller Analysen fir
P. kairouanensis CECT 9766" vorlagen. Das Heranziehen der Ergebnisse der
Originalpublikation zum Vergleich ist zudem unginstig, da, wie bereits erwahnt,
unterschiedliche Gegebenheiten zwischen Instituten zu anderen Ergebnissen fiihren kénnen.
Dies konnte auch bei der B-Hamolyse bei P. extremorientalis DSM 158247 festgestellt werden,
die laut lvanova et al. (2002) positiv ausfallen sollte. Gleiches galt auch fir P. simiae DSM

18861" (Vela et al.,, 2006). Weiterhin konnten die berichtete Produktion fluoreszierender
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Pigmente auf King B Agar bei P. costantinii DSM 16734 sowie die positiven Reaktionen der
Urease und Gelatinehydrolyse bei P. canadensis LMG 28499" nicht nachgewiesen werden
(Munsch et al., 2002; Tambong et al., 2017). Bei den chemotaxonomischen Analysen waren
die Ergebnisse der respiratorischen Chinone vergleichbar zu P. saxonica sp. nov. und
P. haemolytica sp. nov., da das dominante Chinon Q9 dem Anteil von ca. 90 % von
P. haemolytica sp. nov. dhnelte, jedoch wie bei P. saxonica sp. nov. heben Q7 noch Spuren
von Q10 detektiert wurden (Ergebnisse 2.4.3). Auch die Zusammensetzung der zellularen
Fettsduren ergab &ahnliche Ergebnisse (Tabelle 26). Bei den polaren Lipiden konnten im
Vergleich zu P. haemolytica sp. nov. zwei Lipide weniger, dafur zwei zusatzliche Phospholipide
gefunden werden (Abbildung 38). Dennoch ist dies ein fur Pseudomonas typisches Muster
(Moore et al., 2006).

Anhand der Ergebnisse der verschiedenen Analysen konnte P. cremoris sp. nov. ebenfalls als
neue Spezies charakterisiert werden. WS 5106 wurde als Typstamm mit den
Stammsammlungsnummern DSM 1111437 bzw. LMG 31863" bei der DSMZ bzw. BCCM/LMG
hinterlegt. Der Name wurde anhand des Isolationsmediums Sahne des Typstamms abgeleitet
(cre.mor’ris. L. gen. n. cremoris, aus Sahne). Da beide Stamme eine starke Proteolyse sowie
Lipolyse bei 28 °C und bei Kuhltemperaturen aufwiesen, wird das enzymatische

Verderbspotential als hoch eingeschatzt.

2.4 Phanotypische Charakterisierungen in Zeiten von Hochdurchsatzsequenzierung

Die Charakterisierungen der drei neuen Spezies erfolgten anhand eines polyphasischen
Ansatzes, der neben genetischen Markern auch biochemische, phylogenetische und
chemotaxonomische Faktoren beriicksichtigt. Insbesondere die biochemischen und
phylogenetischen Analysen basieren hierbei auf traditionellen Methoden, wie sie vor der
Verbreitung moderner Technologien wie der Genomsequenzierung zur Charakterisierung und
Abgrenzung verwendet wurden (Thompson et al., 2015). Wie bereits erwahnt kénnen die
Ergebnisse der Analysen haufig aufgrund unterschiedlicher Gegebenheiten in anderen
Instituten nicht reproduziert werden. Die Auswertungen erfolgen zum Grof3teil visuell,
beispielsweise anhand eines Farbumschlages, wie es der Fall bei der Saureproduktion aus
Zuckern ist. Dieser ist haufig jedoch nicht klar definierbar. Unter anderem aus diesem Grund
werden mindestens zwei biologische Replikate durchgefiihrt. Bei kontréaren Ergebnissen
wurde in der vorliegenden Arbeit ein drittes oder viertes Replikat produziert. Insgesamt
erfolgen die Auswertungen sehr subjektiv, da die Entscheidung, ob ein unklarer Farbumschlag
als positiv oder negativ gewertet wird oder ob eine leichte Triibung im Anzuchtmedium auf

Zellwachstum zurtickzufiihren ist, sprichwoértlich im Auge des Betrachters liegt. Die Ergebnisse
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der Charakterisierung der a-Hamolyse, gekennzeichnet durch eine Grinfarbung des roten
Blutagars, wurde beispielsweise in unseren Analysen nicht herangezogen. Alle analysierten
Stamme inklusive des verwendeten Typstamms fir die Negativkontrolle bzw. y-Hamolyse,
Staphylococcus epidermidis DSM 200447, wies eine dunkle Verfarbung des umliegenden
Agars auf und es konnten keine eindeutigen Unterschiede zur Grinfarbung der a-Hamolyse
identifiziert werden. Nun stellt sich die Frage, ob phé&notypische oder traditionelle
phylogenetische Analysen beispielsweise auf Basis der 16S rRNA in Zeiten von
Hochdurchsatzsequenzierung noch ihre Berechtigung haben. Insbesondere bei der
Publikation von P. cremoris sp. nov. wurde von den Prifern kaum Wert auf die ph&notypische
Charakterisierung gelegt und die 16S rRNA Phylogenie, die nach wie vor als essentieller
Bestandteil einer Neubeschreibung angesehen wird (Logan et al., 2009; Tindall et al., 2010),
als nicht aussagekraftig eingestuft. Hier wurde der Fokus auf genombasierte Analysen wie der
Kerngenom-Phylogenie sowie der ANI gelegt.

Vandamme & Peeters (2014) kritisierten insbesondere den zeitlichen Aufwand des
polyphasischen Ansatzes zur Charakterisierung neuer Spezies, der zu grundsatzlichen
Verzdgerungen bei der prokaryotischen Taxonomie fuhre. Die parallele Analyse mehrerer
Stamme der potentiellen neuen Art sei mit einem hohen Arbeitsaufwand verbunden und
erschwere die Suche nach biochemischen differenzierenden Merkmalen. Gerade bei den
Gram-negativen, nicht-fermentierenden Spezies sei es aufgrund der hohen Ahnlichkeiten
problematisch, zwei oder mehr abgrenzende Faktoren zu finden. Dem gegeniber steht der
Fakt, dass sich die Stdmme untereinander h&ufig durch einige Charakteristika unterscheiden.
Als Paradoxon fuhrten die Autoren weiterhin auf, dass der Goldstandard zur
Speziesabgrenzung, die DNA-DNA-Hybridisierung (DDH), etabliert wurde, um sich moglichst
an die Informationen von Gesamtgenomsequenzen anzunahern. Heutzutage seien diese
Informationen direkt verfligbar, dennoch méchte man die Ergebnisse an die physisch-
chemischen Experimente der DDH anpassen. Die Autoren postulierten, dass in Zeiten der
Hochdurchsatzsequenzierung eine Genomsequenz in Kombination mit der Beschreibung
minimaler phanotypischer Charakteristika ausreichend seien und zu einer Beschleunigung der
Aufklarung der prokaryotischen Taxonomie fihren wirden. Auch Thompson et al. (2015) sieht
in dem hohen Arbeitsaufwand der ph&notypischen Analysen, insbesondere durch den
parallelen Vergleich mit nah verwandten Typstammen, eine Hurde fur Mikrobiologen zur
validen Beschreibung neuer Arten. Demgegenuber stiinden zahlreiche Genomsequenzen, die
offentlich hinterlegt wurden, aber keiner bisher beschriebenen Spezies zugeordnet werden
konnen. Weiterhin konnten mit dem polyphasischen Ansatz unkultivierbare Spezies nicht

charakterisiert werden. Insgesamt sei die Definition einer Spezies anhand dieses Ansatzes zu
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breit gefasst und nicht auf dem evolutiondren Spezies-Konzept basierend. Hierbei wirden
haufig okologisch oder genomisch entfernte Populationen zur Beschreibung einer Spezies
herangezogen. Zudem fiihre der Grenzwert von 70 % bei der DDH zu einer Unterschéatzung
der Speziesvielfalt und die 16S rRNA Phylogenie sei auf Speziesebene nicht auflésend genug.
Ein Paradigmenwechsel hin zu Genom-basierten Methoden als Standards fur
Neubeschreibungen wurde von den Autoren als erstrebenswert angesehen. Zu diesen
Methoden gehorten u.a. ANI, Kerngenomanalysen oder in silico Proteomanalysen.
Unabdingbar sei letztendlich das Vorliegen von mindestens einer vollstandigen
Genomsequenz der Spezies. Aus dieser kdonnten phanotypische Charakteristika wie das
Vorhandensein spezifischer Enzyme wie beispielsweise der Urease abgeleitet werden, ohne
die zeitintensiven Analysen im Labor durchzufiihren (Genotyp-zu-Phéanotyp-Strategie). Die
Autoren rédumten jedoch Schwachen der aktuell praktizierten Genomsequenzierung und
Annotation ein. Die meisten Genome wirden beispielsweise bisher mit der Next-Generation-
Sequencing Methodik ermittelt, die aufgrund kurzer Read-Langen zu Problemen bei der
Assemblierung fihre. Dies resultierte vorwiegend in Draft-Genomen, deren vollstandiger
Schluss sehr zeitaufwandig und teuer sei. Weiterhin sei die automatisierte Genomannotation
fehleranfallig und nur fiir wenige Proteine wurde die Funktion bisher experimentell verifiziert.
Diesen Autoren stehen Beflrworter des etablierten, polyphasischen Ansatzes gegeniber.
Oren & Garrity (2014) sehen beispielsweise trotz der Moglichkeit, in Zukunft in silico
chemotaxonomische oder phénotypische Charakteristika vorherzusagen, keine Aussagen
Uber die tatsachliche Expression der entsprechenden Gene im Labor oder dem natlrlichen
Habitat. Eine Verknipfung Okologischer und phanotypischer Informationen mit
Genomsequenzen sei zur Einordnung des Organismus im Mikrobiom und der Umwelt
unabdingbar (Garrity, 2016). Letztendlich sei eine Erganzung des polyphasischen Ansatzes
durch robustere, Genom-basierte Marker laut Mahato et al. (2017) der Weg, um die Taxonomie
und Systematik von Prokaryoten in das genomische Zeitalter fortschreiten zu lassen. Diese
Sicht teilen auch andere Autoren (Chun & Rainey, 2014; Kampfer & Glaeser, 2012), wie
beispielsweise Ramasamy et al. (2014), welche ihre Strategie der Integration von
genomischen Informationen in etablierte Methoden des polyphasischen Ansatzes als ,, Taxono-
Genomics® bezeichneten. Notwendig sei allerdings eine Zusammenstellung an empfohlenen
Parametern oder Methoden zur Vereinheitlichung der Genomsequenz-basierten Analysen zur
Charakterisierung neuer Arten (Mahato et al., 2017). Ein solcher Ansatz wurde 2018 von Chun
et al. (2018) publiziert. Bisher erfolgte jedoch noch kein international anerkannter Ersatz der

etablierten DDH als Goldstandard zur Speziesabgrenzung durch Daten aus
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Genomsequenzierungen oder die Aufnahme genombasierter Analysen als unabdingbarer

Parameter zur validen Neubeschreibung einer Art.

Ich persoénlich sehe in der Hochdurchsatzsequenzierung eine grof3e Chance fiir die Taxonomie
und Systematik und befurworte den Ersatz der DDH durch fur eine valide Neubeschreibung
essentielle, genombasierte Marker zur Speziesabgrenzung. Allerdings gehoért zur
Charakterisierung einer Spezies neben genomischen Aspekten auch die Sicht auf die Zelle
als Ganzes, weshalb die Beschreibung von morphologischen und phanotypischen
Eigenschaften unabdingbar ist. Weiterhin macht es meines Erachtens den Reiz der
Mikrobiologie aus, mit Organismen im Labor zu arbeiten und die unendliche Vielfalt an
Morphologien und Enzymreaktionen visuell charakterisieren zu kénnen. Auch fortfihrende
Arbeiten mit neuen Mikroorganismen bendétigen Informationen zu Kultivierungsbedingungen,

Enzymreaktionen oder der Morphologie.
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Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Einflussfaktoren auf die Pseudomonas-Belastung in Rohmilch
sowie mogliche Eintrittsrouten beim Erzeuger untersucht werden. Die Ergebnisse lieRen auf
das Vorhandensein von Hoéfen schlieRen, deren Management zu hohen Pseudomonas-
Keimzahlen in der Rohmilch fuhrt. Unabh&ngig von der Stapeldauer am Hof wiesen deren
Milchproben wiederholt hohe Belastungen mit dieser Gattung auf. Demgegeniber standen
Hofe mit einem stabilen, von Gram-Positiven dominierten Rohmilchmikrobiom, das geringe
Pseudomonas-Préavalenzen aufwies. Als Hof-spezifische Einflussfaktoren, die mit hoheren
Pseudomonas-Keimzahlen assoziiert waren, konnten eine Stapeldauer von zwei Tagen, kiihle
Jahreszeiten, die konventionelle Produktionsart, Tierhaltung ohne Auslauf oder Weidegang
sowie eine Milchkihlung per Tauchkihler oder Vorlaufkiihlung identifiziert werden. Da diese
Faktoren teilweise nicht durch kurzfristige MalRnahmen beeinflusst werden, kénnen keine
schnell umsetzbaren Handlungsempfehlungen ausgesprochen werden, von denen eine
Reduktion der Pseudomonas-Belastung erwartet wird. Allerdings zeigte eine Tierhaltung mit
Auslauf oder Weidegang die groRte Effektstarke, sowohl bei Lauf- als auch bei
Anbindestallhaltung, weshalb dies eine langfristige Mdglichkeit zur Senkung der
Pseudomonas-Belastung in Rohmilch sein koénnte. In zukiinftigen Analysen sollten die
Interaktionen der moglichen Einflussfaktoren berlcksichtigt werden, da der Effekt der
Produktionsart beispielsweise durch die unterschiedlichen Standards fir Tierhaltung bei
Okologischen und konventionellen Héfen erklart werden kénnte. Bei der ldentifikation
moglicher Eintrittsrouten beim Erzeuger ergaben sich hof-spezifische, individuelle
Schwachstellen. Grundsatzlich wird eine manuelle Reinigung von Bereichen empfohlen, die
schwer von der automatischen Spulung erreicht werden. Durch eine wiederholte Beprobung
der Betriebe nach Umsetzung der Empfehlungen durch den Landwirt kdnnten weitere
Informationen zu mdglichen Eintrittsrouten identifiziert werden. Bei Rohmilchtransport im
Sammelwagen kann es, vermutlich durch unzureichende Reinigung, zu einem Anstieg der
Pseudomonas-Keimzahlen kommen. Daher wird eine Uberprifung und bei Bedarf
Intensivierung der Hygienepraktiken empfohlen. Weitere Studien zur Identifikation moglicher
Kontaminationsrouten in den Sammelwagen koénnten hierbei unterstitzend sein. Die
Rohmilchstapelung in der Molkerei hat auf Basis dieser Arbeit nur einen geringen Einfluss auf
die Pseudomonas-Keimzahlen, jedoch konnte die typische Verschiebung des
Rohmilchmikrobioms hin zu Gram-negativen, psychrotoleranten Gattungen bei kuhler

Lagerung beobachtet werden.
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Insgesamt liefern die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit Anknipfungspunkte fir zukinftige
Studien, die konkrete Empfehlungen zur Reduktion des Pseudomonas-Eintrages beim
Erzeuger etablieren konnten. Allerdings zeigten die Daten der Sammeltouren, dass
Handlungsbedarf auch bei den Molkereien liegt. Zur schnellen Beurteilung der
Rohmilchqualitat ware fur die Zukunft ein Analysewerkzeug wunschenswert, das direkt die
Peptidasekonzentrationen der Milch bei Anlieferung an die Molkerei quantifiziert. Auf dieser
Basis konnte Enzym-arme Rohmilch gezielt fur die Produktion haltbarer Produkte
herangezogen werden, wohingegen Milch mit hohem Risiko fir den enzymatischen Verderb
fur Frischmilchprodukte verwendet wird. Hierzu wurden bereits Untersuchungen auf
Antikorper-Basis durchgefuhrt (Volk et al., 2021). Bis zur Etablierung kann lediglich anhand
der Pseudomonaden-Keimzahl eine Abschatzung des enzymatischen Potentials erfolgen.
Diese kdnnte daher als neuer Qualitatsparameter fur Rohmilch eingefiihrt werden, ahnlich zu

dem Sporengehalt bei Kasereimilch.

Anhand eines polyphasischen Ansatzes wurden im Rahmen dieser Arbeit drei Pseudomonas-
Spezies charakterisiert und valide publiziert (P. saxonica sp. nov, P. haemolytica sp. nov. und
P. cremoris sp. nov.). Aufgrund ihres enzymatischen Potentials wird eine Relevanz fir die
Milchindustrie vermutet. Weiterfihrende Analysen konnten dies anhand der Pravalenz der drei
Spezies in deutscher Rohmilch sowie der Quantifizierung der Proteaseproduktion,
beispielsweise mit einem Azocasein-Assay bei verschiedenen Lagerungstemperaturen,
bestétigen. Letztendlich steht die Taxonomie und Systematik durch neue, genombasierte
Methodiken vor groRen Verdnderungen und eine Aufnahme genomischer Marker als

essentieller Bestandteil einer validen Neubeschreibung ist zu erwarten.
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Tabelle A 1: Mikrobielle Zusammensetzung und Gesamtkeimzahlen der reprasentativen Héfe zur Analyse hofspezifischer Muster

Die vier Quartalsproben (a-d) der sieben Hofe sind nach den drei mikrobiellen Mustern (Muster 1-3) geordnet. Relative Anteile einer Gattung am Gesamtmikrobiom > 30 % sind in
fett markiert. -, Spuren <5 %; Unbekannt, keine Gattungszuordnung mdglich; Andere <5 %, Summe der Gattungen < 5 %.

Muster 1 Muster 2 Muster 3
Hof 228 Hof 259 Hof 260 Hof 237 Hof 247 Hof 109 Hof 27
a b c d a b c d a b c d a b c d a b c d a b c d a b c d
Acinetobacter - - - - 30,7 254
Aerococcus 52 51 83 125 124 11,6 8,3 6,0 -
Bifidobacterium 6,3
Chryseobacterium - - 6,9 - 7,7 - - - -
Clostridium s. str. 6,4 53 6,0 6,1 10,1 ] 5,0 - 10,0
Clostridium XI 66 87 61 61 126 104 113 114 78 11,11 56 - 106 7.1 53 6,6
Corynebacterium | 15,7 159 22,7 16,7240 164 171 2041163 119 116 51 78 | 57 - 7,0 6,2 57 21,3 11,7
Enhydrobacter 8,2 14,6 8,4
Janthinobacterium 9,2
Kocuria 12,8
Lactobacillus - 5,0
Lactococcus 57 57 40,0 11,0 87 191 - 233 67 90
Leuconostoc 8,6
Nocardia 6,2 -
Pseudomonas 8,2 329 46,7 | 15,3 10,1 -
Romboutsia 75 102 77 84152 63 55 59135 145 153 162 13,1 1511 7,2 - 141 87 7,7 72 10,1
Rothia 16,6 20,4
Staphylococcus 77 96 66 93 14,0
Stenotrophomonas - - - 6,0
Streptococcus 193 17,0 160 152 55 68 166 11,3 8,5 14,7 27,1 437 617 54 125661 85 53 54 - 73
Turicibacter - - - - - - - - 61 77 71 71 8,0 6,7 - - - - -
Unbekannt 150 11,3 113 98202 237 152 135(157 83 131 99 79 10,5] 6,7 11 71 56 138 165 80 204 16,1
Andere <5 % 133 146 154 200187 255 192 214|110 112 114 95§ 60 90 67 156/( 6,7 10,9 59 6,9 325 194 53 254 205
C[algzazrgﬂfr']mnflaﬂ' 53 51 52 55|49 47 49 47|51 49 48 50| 57 58 51 51|50 59 48 51 |62 53 53 58|54 58 53 52
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Tabelle A 2: Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen der Rohmilchproben der Sammeltouren

Tour Probenbezeichnung Pseudomzonas-*Kel_rinzahI flog Gesamtkeimzahl [log Zellen*ml]
ellen*ml?]
Hof 1.1_A 1,70 4,62
Hof 1.2_A 2,10 5,19
Hof 1.3_A 2,01 4,86
Wagenl A 1,75 4,86
A Hof 2.1_A 2,32 4,92
Hof 2.2_A 1,70 5,29
Hof 2.3_A 1,70 4,18
Wagen 2_A 2,05 5,03
Tank A 1,83 4,99
Hof 1_B 2,03 4,94
Hof 2_B 4,34 6,03
Hof 3_B 1,97 4,87
Hof 4_B 2,21 4,90
Hof 5_B 2,95 5,38
B Hof 6_B 2,51 5,02
Hof 7_B 4,75 4,88
Hof 8_B 2,20 5,00
Hof 9_B 2,61 5,05
Hof 10_B 2,35 5,58
Wagen B 3,76 5,27
Hof C 1,70 5,20
Cc Wagen C 2,01 5,24
Tank C 2,19 5,22
Hof 1.1_D 1,70 3,90
Hof 1.2_D 1,70 4,81
Hof 1.3_D 2,30 4,85
Hof 1.4 D 2,14 5,11
Hof 1.5_D 2,48 4,57
Hof 1.6_D 1,70 4,63
Hof 1.7_D 2,80 4,97
Hof 1.8_D 2,44 NV
D Hof 1.9 D 1,75 NV
Hof 1.10_D 2,74 5,15
Wagen1l D 2,29 4,88
Hof 2.1_D 2,48 5,45
Hof 2.2_D 1,70 4,51
Hof 2.3_D 1,70 4,66
Hof2.4_D 2,98 5,01
Wagen 2 D 1,70 4,77
Tank D 3,27 5,19
Hof 1_E 2,26 5,05
E Hof 2_E 2,91 511
Hof 3_E 2,00 5,47
Wagen E 5,18 6,21
Hof 1_F 2,47 5,68
Hof 2_F 2,97 5,53
Hof 3_F 2,09 5,22
Hof4_F 1,83 5,10
Hof5_F 2,77 5,54
F Hof 6_F 2,03 5,27
Hof 7_F 2,04 5,06
Hof 8_F 2,01 4,91
Hof 9_F 2,17 5,74
Hof 10_F 2,51 5,09
Hof 11_F 2,75 5,60
Wagen F 4,44 6,75
G Hof G 1,96 5,29
Wagen G 2,99 5,34
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Tabelle A 3: Relative Zusammensetzung der Rohmilchproben von Sammeltour A auf
Gattungsebene

Die mikrobielle Zusammensetzung der sechs Hofsammeltankproben, zwei Sammelwagenproben sowie der
Stapeltankprobe von Tour A wurde per 16S rRNA Amplikonsequenzierung ermittelt. Relative Anteile > 30 % pro
Gattung sind fett markiert. Gattungen mit einem relativen Anteil < 1,5 % in allen Proben sind als ,Gattungen <

1,5 %“ summiert. zOTUs die keiner Gattung zugeordnet werden konnten, sind als ,Unbekannt“ zusammengefasst.
-, Spuren < 1,5 %.

Hof Hof Hof Wagen Hof Hof Hof Wagen
Gattung 1.1 A 1.2 A 1.3 A 1A 21 A 22 A 2.3 A 2 A Tank A
Acinetobacter - - - - - - - - -
Aerococcus - 2,1 6,7 4.7 6,4 - - - -
Atopostipes - - - - - - - - -
Bifidobacterium - - 2,2 - - - 3,1 - -
Chryseobacterium - - - - - - 1,8 - -
Clostridium s. str. - - 2,0 - -
Clostridium XI 4,2 3,4 7,8 4.8 10,6 4,8 3,6 5,7 3,4
Corynebacterium 11,8 33,3 16,5 21,6 30,5 9,7 14,6 17,7 12,2
Dietzia - 1,9 - - - - 2,7 - -
Enhydrobacter - - - - - - - - -
Enterococcus 3,3 2,6 - 2,4 - 4.5 - 4,0 2,9
Escherichia/ i i 17 i i i i i i
Shigella !
Facklamia - 3,1 2,7 2,9 2,7 - 1,5 1,7 -
Jeotgalicoccus - - - - - - - - -
Kocuria - - 2,4 1,6 1,8 - - - -
Lactobacillus - 2,1 - - - - 4,6 - -
Lactococcus - 4,2 - 2,3 - 49,4 - 32,2 40,8
Leuconostoc - - - - - - - - -
Microbacterium - - - - - - - - -
Neisseria - - - - - - - - -
Olsenella - - - - - - - - -
Ornithinimicrobium - - - - - - - - -
Pseudomonas - - - -
Romboutsia 6,1 6,1 10,3 7,0 14,8 5,7 6,6 7,6 4,8
Rothia - - - - - - 23,0 - 1,5
Sphingomonas - - -
Staphylococcus 36,9 7,6 8,4 17,6 2,8 2,3 2,9 2,6 6,7
Streptococcus - 1,7 14,9 6,3 - - - - 2,5
Streptophyta 6,5 - - - - - - - -
Thauera 2,6 - - - - - - - -
Trueperella - - - - - -
Turicibacter 2,7 3,1 6,6 3,5 5,5 3,0 3,4 3,8 2,5
Gattungen < 1.5 % 10,0 12,1 8,7 9,0 13,6 8,2 15,1 10,1 7,1
Unbekannt 8,1 9,7 6,1 8,0 5,6 4.4 10,0 4,7 55
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Tabelle A 4: Relative Zusammensetzung der Rohmilchproben von Sammeltour D auf Gattungsebene

Die mikrobielle Zusammensetzung der 14 Hofsammeltankproben, 2 Sammelwagenproben sowie der Stapeltankprobe von Tour D wurde per 16S rRNA Amplikonsequenzierung
ermittelt. Relative Anteile > 30 % pro Gattung sind fett markiert. Gattungen mit einem relativen Anteil < 1,5 % in allen Proben sind als ,Gattungen < 1,5 %" summiert. zOTUs die
keiner Gattung zugeordnet werden konnten, sind als ,Unbekannt* zusammengefasst. -, Spuren < 1,5 %.

Hof Hof Hof Hof Hof Hof Hof Hof Hof Hof Wagen| Hof Hof Hof Hof  Wagen | Tank
Gattung 11D 12D 13D 14D 15D 16D 17D 18D 19D 110D 1D 21D 22D 23D 24D 2D D
Acinetobacter - - 3,3 - - - - 3,5 - - - - - - - - -
Aerococcus - 2,1 18,3 - 2,1 - - 1,8 2,4 55 2,1 3,4 - - - - -
Atopostipes - - - - - - - - - - - 2,1 - - - - -
Bifidobacterium - - - - - - - - 3,1 - - - 1,7 - - - -
Chryseobacterium - - - - - - - - - - - - - - - - -
Clostridium s. str. - 1,6 - 6,4 - - 1,9 2,6 1,9 - 3,3 - 3,1 1,6 - - -
Clostridium XI 1,8 9,9 4,7 10,0 9,9 7,5 7,1 7,1 54 3,6 9,1 10,8 9,9 4,1 3,2 5,0 1,8
Corynebacterium 18,7 11,2 16,8 15,5 7,4 6,1 21,8 10,0 7,2 41,6 17,6 27,7 26,8 10,0 1,9 7,8 4.1
Dietzia - - - 2,2 - - 2,8 - - - - - - - - - -
Enhydrobacter - - - - - 3,3 - - - - - - - - - - -
Enterococcus - - - - - - - - - - - - - 11,0 - 4,2 7,3
Escherichia/
Shigella - - - - - - - - - - - - - - - - -
Facklamia - 1,9 6,9 2,8 2,1 3,7 3,2 3,8 3,8 4.4 2,5 53 - - - - -
Jeotgalicoccus - - - - - - - - - - - 4,2 - - - - -
Kocuria - 2,0 4,5 - 1,9 24,0 2,2 5,8 51 - - 4,1 1,7 - - - -
Lactobacillus - - - - 21,5 - - - 16,1 7,2 - - - - - - -
Lactococcus - - - - - 8,6 - 4,6 16,6 - - - 2,7 20,1 - 29 16,1
Leuconostoc - - - - - - - - 2,8 - - - - - - - 6,6
Microbacterium - - - - - - - - - - 2,4 - - - 69,5 48,3 11,9
Neisseria - - - - - - - - 2,0 - - - - - - - -
Olsenella - - 3,5 2,3 2,4 - - - - - - - - - - - -
Ornithini-microbium - - - - - - 1,6 - - - - - - - - - -
Pseudomonas - - - - - - - 1,7 - - - - - - - - 3,4
Romboutsia 2,9 17,1 7,8 16,5 13,2 10,7 11,6 17,0 9,3 54 14,8 14,7 14,2 59 5,0 6,5 2,6
Rothia - - - - - - - - - - - - 2,3 - - - -
Sphingomonas - - - - - - - 2,1 - - - - - - - - -
Staphylococcus 4,2 2,7 7,1 - 9,8 51 2,4 7,5 3,5 3,7 2,6 3,2 3,5 22,7 2,6 4.7 32,4
Streptococcus 60,9 14,3 - - 2,9 - 3,9 4.5 - 7,5 57 - 2,1 1,7 - - 2,5
Streptophyta - - - - - - - - - - - - - - - - -
Thauera - - - - - - - - - - - - - - - - -
Trueperella - - 2,1 - - - - - - - - - - - - - -
Turicibacter 2,5 7,7 2,9 13,7 5,4 5,6 6,4 3,2 42 1,6 8,1 4,2 8,1 41 45 41 -
Gattungen < 1.5 % 2,8 15,0 10,3 18,5 9,3 11,0 19,7 11,8 6,2 4,6 14,7 9,4 11,2 8,1 3,1 6,5 2,1
Unbekannt 3,4 8,9 7,3 6,1 6,4 7,5 9,3 7,4 5,8 8,6 7,4 4,8 5,8 5,4 2,1 3,1 2,2
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Abbildung A 1: Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen in Abhangigkeit hofspezifischer Faktoren
ohne signifikanten Effekt auf die Pseudomonas-Keimzahl

Pseudomonas-Keimzahlen (dunkelgrau) und Gesamtkeimzahlen (hellgrau) in Abh&ngigkeit der Faktoren ohne
signifikanten Effekt auf die Pseudomonas-Keimzahl (Melksystem, Reinigungsmethode, Milchstapelung,
Euterhygiene, Wasserversorgung und Region). Signifikante Unterschiede wurden per Kruskal-Wallis Test mit
nachfolgendem Dunn’s Test mit Bonferroni-Korrektur fir multiple Vergleiche durchgefihrt.
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Abbildung A 2: Wachstumskurven zur Ermittlung der optimalen Wachstumsbedingungen fir P.
saxonica sp. nov.

Die Stamme wurden bei verschiedenen Salzkonzentrationen (WS 5072T: A, WS 5092 B), pH-Werten (WS 5072T: C,
WS 5092: D) und Temperaturen (WS 50727: E, WS 5092: F) in zwei biologischen Replikaten inkubiert und die
Wachstumskurven anhand der gemessenen optischen Dichte erstellt. Die Linienfarben entsprechen den
zugehdrigen NaCl-Konzentrationen, pH-Werten bzw. Temperaturen.
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Abbildung A 3: Wachstumskurven zur Ermittlung der optimalen Wachstumsbedingungen fir
P. haemolytica sp. nov.
Die Stamme wurden bei verschiedenen Salzkonzentrationen (WS 5063™: A, WS 5067 B), pH-Werten (WS 5063™: C,
WS 5067: D) und Temperaturen (WS 5063™: E, WS 5067: F) in zwei biologischen Replikaten inkubiert und die

Wachstumskurven anhand der gemessenen optischen Dichte erstellt. Die Linienfarben entsprechen den
zugehdrigen NaCl-Konzentrationen, pH-Werten bzw. Temperaturen.
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Abbildung A 4: Wachstumskurven zur Ermittlung der optimalen Wachstumsbedingungen fir

P. haemolytica sp. nov.

Die Stamme wurden bei verschiedenen Salzkonzentrationen (WS 5106™: A, WS 5096 B), pH-Werten (WS 5106™: C,

WS 5096: D) und Temperaturen (WS 5106": E, WS 5096: F) in zwei biologischen Replikaten inkubiert und die
Wachstumskurven anhand der gemessenen optischen Dichte erstellt. Die Linienfarben entsprechen den
zugehdorigen NaCl-Konzentrationen, pH-Werten bzw. Temperaturen.
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