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Ein Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Pravalenz von Pseudomonas spp. in norddeutscher
Rohmilch hinsichtlich hofspezifischer Einflussfaktoren sowie potentieller Eintragsrouten auf den
Erzeugerhéfen, um den Keimeintrag in Rohmilch reduzieren zu kdnnen. Dies kdnnte eine
Verringerung der Qualitatsverluste von Milch und Milchprodukten durch proteolytische Enzyme,
die von Pseudomonas spp. gebildet werden, bewirken. Hierfur wurden 521 Rohmilchproben von
38 Erzeugerhdfen hinsichtlich Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen analysiert. Im Mittel lag die
Pseudomonas-Keimzahl in Rohmilch bei 3,4 = 1,3 log KbE/ml und eine durchschnittliche
Gesamtkeimzahl von 4,7 + 0,6 log KbE/ml wurde ermittelt. Die Keimzahlen wurden mit 12
hofspezifischen Parametern in Zusammenhang gebracht, die per Fragebogen ermittelt wurden.
Die Analyse ergab unteranderem bei den Hofparametern ,Produktionsart, ,Spllsystem®,
,Rohmilch-Kuhlung® und ,Tierhaltung® signifikante Unterschiede hinsichtlich der Pseudomonas-
Keimzahl. Keine Korrelation wurde zwischen den Faktoren ,Jahreszeit, ,Abholungsintervall®,
,Melksystem®, ,Euterhygiene“ und der Pseudomonas-Keimzahl festgestellt. Potentielle
Eintragsrouten von Pseudomonas spp. auf den Erzeugerhdéfen wurden im Rahmen von
8 Hofbegehungen untersucht. Dabei wurden jeweils 4 Hofe mit durchschnittlichen Pseudomonas-
Keimzahlen Uber bzw. unter 4 log KbE/ml in Rohmilch beprobt. Die Probenahme umfasste
Bereiche des Rohmilchtanks, der Melkanlage, des Melkzeugs sowie verschiedene
Wasserproben. Zuséatzlich wurden die Luftkeimgehalte im Bereich des Melkstands erfasst. Von
allen Probenahmestellen wurden Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen bestimmt und fur die
Auswertung nach Hof und Probenahmestellen gegeniibergestellt. Die ermittelten Pseudomonas-
Werte der Messungen des Luftkeimgehaltes im Bereich des Melkstands und der Wasserproben
(Kalt-/ Warmwasser Melksystem-/ Tankreinigung) ergaben geringe Pseudomonas-Gehalte,
wodurch ein Eintrag auf diesen Wegen unwahrscheinlich ist. Pseudomonas-Keimzahlen tber
4 log KbE/cm? wurden unter anderem am Zapfhahn, am Entliftungsdeckel und an der Halterung
der Zitzenbecher ermittelt. Hohe Pseudomonas-Keimzahlen weisen insbesondere an Dichtungen
aus Gummi, z. B. des Zapfhahns, des Tankdeckels und des Melkzeug-Sammelstiicks auf
beginstigtes Wachstum von Biofilmen an diesen Stellen hin.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Fahigkeit zur Biofilmbildung von
Pseudomonas spp. und die Bestimmung der Peptidaseaktivitat zur Beurteilung des
Verderbspotentials. Hier wurde das proteolytische Potential von planktonischen Zellen und
Biofilm-assoziierten Zellen gegenubergestellt. Zunachst wurde die gebildete Biofilmmasse mittels
Kristallviolett-Assay von Pseudomonas spp. in 96-Well-Mikrotiterplatten sowie auf Edelstahl- und
Gummi-Oberflache quantifiziert und Keimzahlen in Pseudomonas-Mono-Biofilmen bei einer 6-
tagigen Inkubation bei 6 °C in Milchmedium ermittelt. Die Biofilmbildung stellte sich dabei als

stammspezifisch und abhangig von der Oberflache sowie von der Konzentration des
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Milchmediums dar, was auch rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zur Analyse der
Biofilm-Morphologie von Pseudomonas spp. bestatigten. Rohmilch-assoziierte Multi-Spezies-
Biofilme auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache zeigten anhand der Rasterelektronenmikroskopie
temperaturspezifisches und oberflachenabhangiges Wachstum auf. Auch die Peptidaseaktivitat
von Pseudomonas spp. erwies sich beim Nachweis auf Magermilch-Agar sowie im Fluorescamin-
Assay von Pseudomonas-Biofilmen als spezies- und isolatabhéngig. Weiterhin wurde die Bildung
von Peptidasen in Pseudomonas-Mono-Biofilmen zusammen mit einer erhéhten Aktivitat im
Vergleich zur planktonischen Wuchsform nachgewiesen. Die Ergebnisse zeigen, dass Biofilme
einen weiteren Eintragsweg von Pseudomonas spp. in die Rohmilch darstellen und durch die
erhdhte Peptidase-Bildung in dieser Wuchsform zum Milchverderb beitragen kénnen.



Summary

Summary

One aim of this work was to analyze the prevalence of Pseudomonas spp. in raw milk from
nothern Germany with regard to farm-specific influencing factors as well as potential entry routes
on farms in order to reduce the microbial entry into raw milk. This finally will lead to a reduction of
guality losses of milk and milk products due to proteolytic enzymes produced by Pseudomonas
spp. For this purpose, 521 raw milk samples from 38 producer farms were analyzed for
Pseudomonas and total bacterial counts. On average, Pseudomonas plate counts in raw milk
were 3.4 + 1.3 log cfu/ml and total plate counts of 4.7 £ 0.6 log cfu/ml were determined. The
bacterial counts were related to 12 farm-specific parameters determined by a questionnaire. The
analysis revealed significant differences with respect to Pseudomonas counts for the farm
parameters including “production type”, “rinsing system”, “‘raw milk cooling” and “animal
husbandry”. No significant relationship was found for the factors “season”, “collection interval”,
“‘milking system”, “udder hygiene” and Pseudomonas count. Potential entry routes of
Pseudomonas spp. on producer farms were investigated during 8 farm inspections. In each case,
4 farms with average Pseudomonas counts above or below 4 log cfu/ml in raw milk were sampled.
Sampling included areas of the raw milk tank, milking area, milking equipment and various water
samples. In addition, airborne bacteria levels were recorded in the milking parlor area.
Pseudomonas and total bacterial counts were determined at all sampling points and compared
between farm and sampling point. The determined Pseudomonas numbers of airborne
measurements in the area of the milking parlor and the water samples (cold/warm water from
milking system/tank cleaning) showed low numbers, making an entry via these routes unlikely.
Pseudomonas counts above 4 log cfu/cm? were detected at the spigot, vent cover and teat cup
holder, among other locations. In particular, high Pseudomonas counts on seals made of rubber,
e.g., the spigot, the tank lid and the teat cup collector, indicate favored growth of biofilms at these
sites.

Another objective of this work was to analyze the biofilm formation ability of Pseudomonas spp.
and its spoilage potential by determining peptidase activity. To assess the risk posed by biofilms
in the spoilage of shelf stable dairy products, the proteolytic potential of planktonic cells was
compared to that of biofilm-associated cells. First, the biofilm mass produced was quantified by
crystal violet assay of Pseudomonas spp. in 96-well microtiter plates and on stainless steel and
rubber surfaces, and bacterial counts were determined in mono-biofilms during a 6-day incubation
at 6 °C in milk medium. Biofilm formation was found to be strain-specific and dependent on
surface material as well as on milk medium concentration. Scanning electron micrographs
analyzing the biofilm morphology of Pseudomonas spp. on stainless steel also showed strain-
specific biofilm formation. Raw milk-associated multi-species biofilms on stainless steel and

rubber surfaces showed temperature-specific and surface-dependent growth by scanning
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electron microscopy. The peptidase activity of Pseudomonas spp. was also found to be species-
and isolate-dependent when detected on skim milk agar and using the fluorescamine assay of
Pseudomonas biofilms. Furthermore, the formation of peptidases was detected in Pseudomonas
mono-biofilms at a higher level when compared to planktonic growth. The results indicate that
biofilms represent another entry route of Pseudomonas spp. into raw milk and may contribute to

milk spoilage through increased peptidase production in this growth form.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
ZUSAMMENTASSUNG ....ciiiiiiiiiii e e e e e e e e et e e ettt e e e e e e e e e e eattb e e e aeaaeeesstaa s eaeeaaeesannes I
YU 0T 4= PSPPSR i
INNAITSVEIZEICNNIS ..o \%
ADKUIZUNGSVEIZEICNIS ..o e e e e s e e e e e e e e e et e e e e e e eaeanees VIl
ADDIIAUNGSVEIrZEICNNIS .o X
TabelleNVErZEICNNIS ... XII
Y LT AU o Yo USSR 1
1 Rohmilch — HiStOrie UNd NEUZEIT ........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieii bbb 1
1.1 Mikrobiota in roher KUNMIICH.........cooiiiii e 2
1.2 Verderbniserreger und -erscheinung in der milchverarbeitenden Industrie.............ccccccvvvevnininnnnn, 3
1.3  Rechtsvorschriften zur Hygiene und Guteuntersuchung von Rohmilch .............ccccoooi 6
2 PSEUAOMONEAS SPP . coiiitiiieeiiiiiie e et e e et e e e st e e s st e e s st e e e e s e s e e e s s s re e e e e s sn e e e e s e nnn e e e e e nnes 6
2.1 Namensgebung und Klassifizierung von PSEUdOMONEAS SPP.......vveeeiririeeiiiiieeeiieeeeriiee e riiee e 6
2.2 Charakteristika und Eigenschaften von PSEUdOMONEAS SPP. «oooovvrieeiriiieeiiiiie ettt 7
2.3 Pseudomonas spp. iNn RONMIICKH ... 8
G = T Lo {11 4o PO P PP PPPPPPPPPPPPP 10
3.1  Definition, Vorkommen, Bildung, Einflussfaktoren ............ccccoooooiiiiiiiiiicceeeececeeecceecccce e 10
3.2 Biofilme in der Lebensmittelkette MIlCH...........cooiuiiiiiii e 13
3.3 BIOfilme VON PSEUAOMONAS SPP. - teerieieeeiiiiiiiiiieeeesieittieeeeeaesssenteteeeeaeessaanneneeeeeaeeseaannseeeeeaeesaansnes 14
Forschungsziel der ArDEIt .......vuueiiii e e 16
Material UNA METNOTEN ... .ttt eennee 17
L NBNTMIEUIEN Lottt 17
2 Chemikalien und Lésungen, Verbrauchsmaterial und Gerate...........ccooooevveeiiiiiiinneen. 19
G = B L (T L=T 1= = 0 ] = TSRS 21
4 Bestimmung der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in Rohmilch...................... 24

4.1 Analyse des Zusammenhangs zwischen hofseitigen Einflussfaktoren und Pseudomonas-

Keimzahlen in RONMIICN ... 24

4.1.1 Logistik der RONMIICAPIODEN ........oiiiii e 24
4.1.2 Erfassung hofspezifischer INformationen ... 24
4.1.3 Bestimmung der Gesamtkeimzahl mittels Durchflusszytometrie...........cccocceevvieeiniieeeennnen. 24
4.1.4 Kulturelle Bestimmung der Pseudomonas-Keimzahl...........cccoooiiiiiiiiiineeee e 25
4.2 Identifikation der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in Rohmilch .........ccccccceiiiiiinnnnnn, 25
4.2.1 Auswahl der ErzeugerOfe..........uviiiiii it e e 25



Inhaltsverzeichnis

4.2.2 Planung und Durchfiihrung der Hofbeprobungen ..o 26
4.2.3 Mikrobiologische UntersuChUNGEN .............viiiiiie e e e 27
5 Charakterisierung von Pseudomonas spp. hinsichtlich der Biofilmbildung und
der Peptidas@aktiVItAt .......cccoo oo 29
5.1 Analyse der Biofilmbildung von PSEUdOMONAS SPP. ..vvvvrrreeeiiiiiiiiirieeeeieiiirereeeeeessssnienereeeessennnnes 29
5.1.1 Bakterienanzucht und -KURIVIEIUNG ........uueeiiiiiiiiiiiiice e e e e r e e e e e e eenes 29
5.1.2 Einstellung der INOKUIAtiONSAOSIS. ........cuuiiiiieeii it e et e e e e s e s e e e e e s s s e e e e e e e e ennes 29
5.1.3 Bestimmung der Zellzahl mittels Durchflusszytometrie .........cccccceveiiciiiieiee e 30
5.1.4 Quantifizierung der Biofilmmasse in Mikrotiterplatten.............ccccccoiviiiiieiie e 30
5.1.5 Sterilisation der Edelstahl- und GUMMI-PIAtCheN ... 31
5.1.6 Analyse der Biofilmbildung auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache.............ccccooviiviririnnnns 32
5.1.7 Quantifizierung der Biofilmmasse auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache .............cccccoo.e 32
5.1.8 Bestimmung der Keimzahl des Biofilms auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache................... 33
5.2 Charakterisierung von Pseudomonas spp. hinsichtlich der Peptidaseaktivitat in Biofilmen........ 33
5.2.1 Bakterienanzucht und KAREadaptioNn ...............ueuieieieiiieieeiieieieeeeeeeeeeeeeeeeererererererererrrn———.. 33
5.2.2 Analyse der Peptidaseaktivitéat von Pseudomonas spp. auf Magermilch-Agar ..................... 33
5.2.3 Quantifizierung der Peptidaseaktivitat von Pseudomonas spp. mittels Fluorescamin-
ST | PP PRSPPI 34
5.2.3.1 Aufbau des FIUOreSCamin-ASSAYS ........cccvieiiiiiiii e 34
5.2.3.2 Erstellen einer Standardreihe mit Leucylglycin fur das Fluorescamin-Assay.................. 35
5.2.3.3 Durchflhrung des FIUOreSCamMIN-ASSAYS.......cccoiiuiiieiiiiiieeiiiiie ettt 35
5.2.3.4 Umrechnung auf Femtokatal pro koloniebildende Einheit...............ccococeiiniiiiiniiinennnn. 36
5.3 Rasterelektronenmikroskopie (REM) von Biofilmen ... 38
5.3.1  Anlegen des BIiOfiIMS ..o e 38
5.3.2 Praparation und Versand der Proben fur die REM-Analytik ...........cccoceiiiiiiiiiiiiee e, 38
5.3.3 Keimzahlbestimmungen von Rohmilch-assoziierten Multi-Spezies-Biofilmen ...................... 39
6  StatiStiSChe AUSWEITUNGEN ..o e e e e e e e e e et e e e eeaeas 40
ST o =T o TS E ] = PR 41
1 Bestimmung der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in Rohmilch....................... 41

1.1 Analyse des Zusammenhangs zwischen hofseitigen Einflussfaktoren und Pseudomonas-

Keimzahlen in RONMIICN ... 41

1.1.1 Auswertung der Fragebdgen mit hofspezifischen Informationen ............ccccoieinienninennn, 41
1.1.2 Analyse durchschnittlicher Keimzahlen in Rohmilch ..., 42
1.1.3 Identifikation potentieller Einflussfaktoren auf die Pseudomonas-Keimzahl in Rohmilch ..... 43
1.2 Identifikation der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in Rohmilch ..........ccccciiiiiis 48
1.2.1  Auswahl der ErzeugerNOfe........ooi i e 48
1.2.2 Analyse der Pseudomonas-Keimzahlen potentieller Eintragswege ............ccovveeeeeenniiinnneen. 48
1.2.3 Analyse der Gesamtkeimzahlen potentieller EintragSwege ........ccc.veeeieeeeiiiiiiiieeeee e, 50
1.2.4 Analyse der Luftkeimgehalte als potentieller EINtragSWeg .........cccuvvveeieeeiiiiiiiiieeee e, 52



Inhaltsverzeichnis

2 Charakterisierung von Pseudomonas spp. hinsichtlich der Biofilmbildung und

der Peptidas@aktiVItAL ........ccoo i 53
2.1  Analysen zur Biofilmbildung von PSEUOMONAS SPP. ..vvveeiurrrieiiiiiieiiiiie et 53
2.1.1 Quantifizierung der Biofilmmasse in Mikrotiterplatten.............ccccccoeviciiiieiie e 53
2.1.2 Quantifizierung der Biofilmmasse auf Edelstahl-Plattchen...........c.ccccciviveiiiiciiee e, 56
2.1.3 Vergleich der Biofiimmasse in Mikrotiterplatten und auf Edelstahl-Oberflache..................... 58
2.1.4 Keimzahl der Biofilme auf Edelstahl-OberflAChe .............cccoiiiiiiii e 59
2.1.5 Vergleich der quantifizierten Biofiimmasse auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache.............. 60
2.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM) von BiofilMen ........ccccooiiiiiiiii e 61
2.2.1 Rohmilch-assoziierte Multi-Spezies-Biofilme auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache............ 61
2.2.1.1 REM-Analyse von Rohmilch-assoziierten Multi-Spezies-Biofilmen............ccccccoviiveennnne. 61

2.2.1.2 Analyse der bakteriellen Biofilm-Zusammensetzung mittels Keimzahlbestimmungen ... 64

2.2.2 Mono-Spezies-Biofilme von Pseudomonas spp. auf Edelstahl-Oberflache .............c..c......... 65
2.3 Charakterisierung von Pseudomonas spp. hinsichtlich der Peptidaseaktivitat in Biofilmen........ 69
2.3.1 Bestimmung der Peptidaseaktivitdt von Pseudomonas spp. auf Magermilch-Agar .............. 69
2.3.1.1 Kategorisierung der PeptidaseaktiVitat ..............cccceeeeeeeiiei i 69
2.3.1.2 ProteolytiSCher INAEX .......ccoveeiiiiieie e 69
2.3.2 Quantifizierung der Peptidaseaktivitat mittels Fluorescamin-ASSay ..............ueeeereverereeerenennnns 71
2.3.2.1 Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter Zellen auf Edelstahl-Oberflache und

planktonischer Zellen im VergleiCh ... 71

2.3.2.2 Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter Zellen auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache
M VEIGIEICK ..ttt st e e s nanne e s 74
[T U =TS Lo T o 76
1 Bestimmung der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in Rohmilch....................... 76
1.1  Zusammenhang zwischen Pseudomonas-Keimzahlen und hofseitigen Einflussfaktoren........... 76
1.2 Identifikation der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in Rohmilch ..........cccccoiiiins 80

2 Charakterisierung von Pseudomonas spp. hinsichtlich der Biofilmbildung und

der PeptidaseaktiVIitat ... ......uiiii e e 83

2.1  Analyse der Biofilmbildung von PSEUdOMONAS SPP. ....vvvrieiiiiiiieiiiiiie it 83
2.2  Rasterelektronenmikroskopie von BiofilMen ... 86
2.3 Charakterisierung von Pseudomonas spp. hinsichtlich der Peptidaseaktivitat in Biofilmen........ 89
Schlussfolgerung und AUSDIICK ... e 93
LIteratUrVErZEICHNIS ... e e et e e e e e e e e e et a e e e e e e e eareea s XV
N 1 =V o P XXXII
(T2 T a1 €<= T [ ] o USSP XXXVI
Liste der Veroffentlichungen und Konferenzbeitrage..........cceeeiieeiiiiieiciieic e, XXXVII

Vi



Abklrzungsverzeichnis

Abklrzungsverzeichnis

Abkulrzung Erlauterung

/] Durchmesser bzw. Durchschnitt (arithmetisches Mittel)

Ar Deltar

°C Grad Celcius

> Groler

2 GrolRer/ ist gleich

< Kleiner

< Kleiner/ ist gleich

+ Plusminus

% Prozent

pl Mikroliter

pm Mikrometer

(M) Mittels MALDI Biotyper® identifizierte Rohmilch-Isolate

viv Volumenprozent

a Alpha

AHL N-Acylhomoserinlactone

Al-2 Autoinducer-2-Molekile

AiF-FV Arbeitsgemeinschaft industrieller Forschungsvereinigungen

AIP Autoinduzierte Peptide

AlISI American Iron and Steel Institute (engl.), amerikanischer Fachverband der
Stahlindustrie

ANOVA Analysis of Variance (engl.), Varianzanalyse (dt.)

API Analytical Profile Index (engl.), Schnellbestimmungssystem zur
Identifizierung von Bakterien

aw Activity of Water (engl.), Wasseraktivitat (dt.)

B Beta

bzw. Beziehungsweise

Ca?* Calciumion

CASO Caseinpepton-Sojamehlpepton

CFC Cephalothin, Fusidinsaure, Cetrimid

cm? Quadratzentimeter

DIN EN ISO Deutsches Institut fir Normung, Europdische Norm, International
Organization for Standardization (engl.); Internationale Organisation fur
Normung (dt.)

DNA Desoxyribonukleinsdure

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

dt. Deutsch

EG Européische Gemeinschaft

EPDM Ethylen-Propylen-Dien-Monomer

EPS Extrazelluléare, polymere Substanzen

emend. Emendavit (lat.), Verbesserung (dt.)

engl. Englisch

ESEM Environmental scanning electron microscope (engl.), spezielle Variante
des Rasterelektronenmikroskops

ESL Extended shelf-live (engl.), verlangerte Haltbarkeitsdauer (dt.)

et al. Et alteri (lat.), und andere (dt.)

fkat Femtokatal

FT-IR Fourier-Transformations-Infrarot (-Spektroskopie)

FV Forschungsvereinigung

g Gramm

H-Milch Haltbarmilch

VI



Abklrzungsverzeichnis

HDSM
HSD

K
KbE

kDa

kg

kv

L.

I

lat.

LBV

log

Min.

M

MALDI-TOF MS

Man.
Max.
mg
Mio.
ml
mm
mM
MM
mmol
n

nm
Nr.
oD

p

P.
PCR
pH
pkat
Post-Hoc
REM
Reag. Ph. Eur.

rpm
rRNA
S.0.
sp.
spp.
TUM
TYGS

u. a.
UHT
viv
VRBD

Hexamethyldisilazan

Honestly significant difference (engl.),

ehrlich signifikanter Unterschied (dt.)

Kappa

Koloniebildende Einheit

Kilodalton

Kilogramm

Kilovolt

Listeria

Liter

Latein

Lebensmittel- und Verfahrenstechnik

Logarithmus

Mindestens

Molar

Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry (engl.), Matrixunterstitzte Laserdesorptions-/ lonisations-
Flugzeit-Massenspektrometrie (dt.)

Manuell

Maximal

Milligramm

Million

Milliliter

Millimeter

Millimolar

Milchmedium

Millimol

Anzahl

Nanometer

Nummer

Optische Dichte

Probabilitas (lat.), Wahrscheinlichkeit (dt.)

Pseudomonas

Polymerase chain reaction (engl.), Polymerase-Kettenreaktion (dt.)
pH-Wert

Picokatal

Post hoc ergo propter hoc (lat.). danach, also deswegen (dt.)
Rasterelektronenmikroskop

Reagenz Pharmacopoeia Europaea (lat.), Européischer Standard fir
Medikamentenstoffe (dt.)

Revolutions per minute (engl.), Umdrehungen pro Minute (dt.)
Ribosomale Ribonukleinsédure

Siehe oben

Species (lat.), Spezies (dt.)

Species pluralis (lat.), mehrere Spezies (dt.)

Technische Universitat Minchen

Type Strain Genome Server (engl.), Hochdurchsatz-Webserver fir
genombasierte Taxonomie

Unter anderem

Ultra high temperature (engl.), Ultrahocherhitzung (dt.)
Volumenprozent

Crystal-violet neutral-red bile dextrose (engl.),
Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose (dt.)



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Darstellung eines Modells zur Entwicklung und Neubildung von Biofilmen. (1)
Erster, reversibler Kontakt der Bakterienzellen mit dem Substratum, (2) gefolgt von
zunehmend irreversibler Bindung, (3) wobei mikrobielles Wachstum und Produktion
extrazellularer polymerer Substanzen (EPS) zur Ausbildung von Mikrokolonien (4) fuhrt. Mit
der Zeit erfolgt die Ausbildung eines reifen Biofilms (5), wobei Biofilmmaterial in sog. Plateau-
Phase durch Erosion, sloughing oder Schwérmerzellen (5) neugebildet und abgel6st wird.

Abbildung von Sauer (2003), modifiziert nach Stoodley et al. (2002).............euvvvmmmimrmmreriiininnnnns 11
Abbildung 2: Schematische Ubersicht zur Bestimmung der Peptidaseaktivitat Biofilm-
assoziierter und planktonischer Zellen mittels Fluorescamin-ASSay............ccooeeeeeiieieiiieeee e 37

Abbildung 3: Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen (log KbE/ml) der Rohmilchproben von
insgesamt 38 Erzeugerhdfen, ermittelt per kultureller Keimzahlbestimmung (Pseudomonas-
Keimzahl, n = 521) und mittels BactoCounts (Gesamtkeimzahl, N =519)........ccccceeeeiiiiiiiiinnnnnn. 43

Abbildung 4: Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen (log KbE/ml) von 521 bzw. 519
Rohmilchproben der 38 Erzeugerhtfen in Abhéngigkeit der Produktionsart (A), des
Spulsystems des Melkstands (B), der Milchstapelung (C), der Rohmilch-Kiihlung (D), der
Tierhaltung (E) und der Wasserversorgung (F) mit signifikanten Unterschieden; * p < 0,05;
**p < 0,01 (Dunn's Test mit Bonferroni Korrektur). Je Parameter folgt hinter der Anzahl der
untersuchten Proben (n) die Hofanzahl in Klammer. Signifikante Unterschiede mit
gestrichelter Klammer sind zu vernachl&ssigen. ..o 45

Abbildung 5: Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen (log KbE/ml) von 521 bzw. 519
Rohmilchproben von 38 Erzeugerhtfen in Abhéangigkeit der Jahreszeit (A), des
Abholungsintervalls (B), des Melksystems (C) und der Euterhygiene (D) ohne signifikante
Unterschiede. Je Parameter folgt hinter der Anzahl der untersuchten Proben (n) die
Hofanzahl in KIAMMET. ..o e e e e e e et s e e e e e e e eeenaans 47

Abbildung 6: Durchschnittiche Pseudomonas-Keimzahlen der analysierten Rohmilch,
Produktionsart und Melksystem der 8 beprobten Hofe (H1-H8) zur Identifikation der
Eintragsrouten von Pseudomonas spp. auf den Hofen in die Rohmilch.............cccccciiiiiiininin. 48

Abbildung 7: Darstellung der Ergebnisse der Hofbegehungen der Pseudomonas-
Keimzahlen (log KbE/cm? bzw. ml) je Hof und je Probenahmestelle als Heat Map. Die
Keimzahlen wurden farblich in Kategorien eingeteilt: Grun: < 2; gelb: 2 — 4; rot: > 4 log
KbE/cm? bzw. ml. Nicht vorhandene oder durch die Bauart des Melksystems bedingt nicht
zugangliche Probenahmestellen wurden mit ,-“ gekennzeichnet. Die Einheit der Keimzahlen
der mit 2 gekennzeichneten Bereiche ist log KbE/ml und bei ,* gekennzeichnete Bereiche
oo T o] o PSPPSR 50

Abbildung 8: Darstellung der Ergebnisse der Hofbegehungen anhand der
Gesamtkeimzahlen (log KbE/cm? bzw. ml) je Hof und Probenahmestelle als Heat Map. Die
Keimzahlen wurden farblich in Kategorien eingeteilt: Grin: < 2; gelb: 2 — 5; rot: > 5 log
KbE/cm? bzw. ml. Nicht vorhandene oder durch die Bauart des Melksystems bedingt nicht
zugangliche Probenahmestellen wurden mit ,-“ gekennzeichnet. Die Einheit der Keimzahlen
der mit 2 gekennzeichneten Bereiche ist log KbE/ml und bei ,> gekennzeichnete Bereiche
1O KDE/CIMZ.......eecee ettt e e et e e et e e et e e et e e e etae e e eataeeaaaeeeanbaeeenreas 51

Abbildung 9: In der Nahe des Melkstands gemessene Pseudomonas- und Gesamt-
Luftkeimgehalte (log KbE/10 I) von 8 Erzeugerhotfen (inklusive der Betriebsstatten A und B
von Hof 8) im Rahmen der Identifikation potentieller Eintragsrouten von Pseudomonas spp.
IN RONMIICI. L. nnnne 52


file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834080
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834080
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834082
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834082
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834082
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834082
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834082
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834082
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834082
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834083
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834083
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834083
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834083
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834083

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 10: Quantifizierung der Biofilmmasse von Pseudomonas-Isolaten in
Mikrotiterplatten nach 6 Tagen bei 6 °C in 10, 50 und 100 %igem Milchmedium mit einer
Inokulationsdosis von 6 + 0,5 log KbE/ml gemessen durch die Extinktion bei 550 nm der
angefarbten Biofiimmasse (abzlglich des Blank-Wertes). ......ccccooovviviiiiiiiiiiiieeeecieee e, 54

Abbildung 11: Mittelwerte der quantifizierten Biofilmmassen von Pseudomonas-Isolaten in
Mikrotiterplatten nach 6 Tagen bei 6 °C in 10, 50 und 100 %igem Milchmedium aus Abbildung
10. Signifikante Unterschiede sind mit Sternen markiert: *, p < 0,05; **, p < 0,01 (Tukey HSD

Abbildung 12: Quantifizierung der Biofilmmasse von Pseudomonas-Isolaten auf Edelstahl-
Plattchen nach 6 Tagen bei 6 °C in 10, 50 und 100 %igem Milchmedium mit einer
Inokulationsdosis von 6 + 0,5 log KbE/mlI gemessen an der Extinktion bei 550 nm der
angefarbten Biofilmmasse (abzlglich des Blank-Wertes). (M) = Mittels MALDI Biotyper®
identifizierte RONMIICN-ISOIALE. ........ccoiieieeiei e e e e 56

Abbildung 13: Mittelwerte der quantifizierten Biofilmmassen von Pseudomonas-Isolaten auf
Edelstahl-Plattchen nach 6 Tagen bei 6 °C in 10, 50 und 100 %igem Milchmedium aus
Abbildung 12. Signifikante Unterschiede sind mit Sternen markiert: *, p < 0,05; **, p < 0,01
QTG A 11 D I =) ) TSRS 57

Abbildung 14: Vergleich der quantifizierten Biofiimmasse von fuinf Pseudomonas-Isolaten
in Mikrotiterplatten (Kunststoff) und auf Edelstahl-Oberflache nach 6 Tagen bei 6 °C in 10,
50 und 100 %igem Milchmedium mit einer Inokulationsdosis von 6 + 0,5 log KbE/ml.
Signifikante Unterschiede sind mit Sternen markiert: *, p < 0,05; **, p < 0,01 (Tukey HSD

Abbildung 15: Mit Glasperlen-Methode ermittelte Keimzahlen der auf Edelstahl-Oberflache
gewachsenen Biofilme von Pseudomonas-Isolaten nach 6 Tagen bei 6 °C in 10, 50 und 100
%igem Milchmedium mit einer Inokulationsdosis von 6 £ 0,5 log KbE/ml. (M) = Mittels MALDI
Biotyper® identifizierte RONMIICh-ISOIALE. . .........oiiiiiieiii e 59

Abbildung 16: Vergleich der quantifizierten Biofilmmasse von 10 Pseudomonas-Isolaten auf
Edelstahl- und Gummi-Oberflache nach 6 Tagen bei 6 °C in 100 %igem Milchmedium mit
einer Inokulationsdosis von 4 = 0,5 log KbE/ml. Signifikante Unterschiede sind mit Sternen
markiert: *, p < 0,05; **, p £ 0,01 (Tukey HSD TeSt)....coiiiiiiiiieeiiiie e 60

Abbildung 17: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rohmilch-Biofilmen auf
Edelstahl- (A-D) und Gummi-Oberflache (E-H) fur 6 Tage bei 6 °C inkubiert. Gelbe Pfeile (A,
B, E, F) zeigen ,Biofilminseln®, grine Pfeile (D, H) in Biofilm-Matrix eingeschlossene Casein-
Micellen und rote Pfeile (G, H) weisen auf netzartige, fadenférmige Adhasine auf und
ZWISChEN Zellen NiN. 62

Abbildung 18: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rohmilch-Biofilmen auf
Edelstahl- und Gummi-Oberflache fur 6 Tage bei 20 °C inkubiert. Gelbe Pfeile (A, F) zeigen
,Biofilmrasen®, rote Pfeile (D, H) weisen auf netzartige, fadenférmige Adhasine auf und
zwischen Zellen hin und weiler Pfeil (H) zeigt schleimartige EPS-Bildung...............cccoeeeeeennn. 63

Abbildung 19: Gegenuberstellung der Keimzahlen (log KbE/ml bzw. cm?) verschiedener
Keimgruppen in Rohmilch-Biofilmen auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache fir 6 Tage bei 6
und 20 °C inkubiert. 2 = Keimzahl in log KbE/ml, ? = Keimzahl in log KbE/cm?, * = Keimzahl
S A (o ol Qo] = Lol S PERO SO PP 64

Abbildung 20: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Mono-Spezies-Biofilmen
von P. kielensis (M) und P. baltica (M) nach 6-tagiger Inkubation bei 6 °C auf Edelstahl-
Oberflache mit einer Inokulationsdosis von 4 + 0,5 log KbE/ml. Gelbe Pfeile (D) zeigen
schleimartige Strukturen, vermutlich EPS, wéahrend rote Pfeile (H) auf Zellen mit einer Art
Schleimkapsel Giberzogen zeigen. Grune Pfeile (D) deuten auf Casein-Micellen auf Zell- und
Edelstahl-OberflAache NiN. ..........ooii e 67

Xl


file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834088
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834088
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834088
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834088
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834095
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834095
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834095
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834095
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834095
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834096
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834096
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834096
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834096
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834098
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834098
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834098
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834098
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834098
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834098

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 21: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Mono-Spezies-Biofilmen
von P. fluorescens L1-82 und P. protegens L1-102 nach 6-tagiger Inkubation bei 6 °C auf
Edelstahl-Oberflache mit einer Inokulationsdosis von 4 + 0,5 log KbE/ml. Gelbe Pfeile (H)
zeigen fadenférmige, netzartige Biofilm-Matrix auf, wéahrend rote Pfeile (D) auf stark
ausgepragte EPS hinweisen. Griiner Pfeil zeigt in Biofilm-Matrix eingeschlossene Casein-

Y TToT = | <P

Abbildung 22: Analyse der Peptidaseaktivitat durch Screening auf Magermilch-Agar von 38
Pseudomonas-Isolaten mithilfe der Auswertung nach Maier et al. (2020). L. innocua L1-63
wies als Negativ-Kontrolle keine Peptidaseaktivitat auf und wurde in dargestellter

Auswertung NICE DEIUCKSICNTIGE. ... ...veeiiieiiiiiiiieee e neeneeee

Abbildung 23: Peptidaseaktivitat von Pseudomonas-Isolaten anhand des proteolytischen
Index nach Hamdani et al. (2019) dargestellt. (M) = Mittels MALDI Biotyper® identifizierte

(20 ] a1 011 [od (B ET 01 = (=TT

Abbildung 24: Ergebnisse der Quantifizierung der Peptidaseaktivitat von Biofilm-
assoziierten und planktonischen Zellen mittels Fluorescamin-Assay mit einer Casein-
Spaltung fur 24 + 1 Stunden bei 20 °C. Die gemessene Peptidaseaktivitat ist in Femtokatal
pro koloniebildende Einheit (fkat/KbE) angegeben. Oberes Saulendiagramm zeigt die
Peptidaseaktivitat der planktonischen Zellen auf, wahrend das untere Diagramm die
Quantifizierungsergebnisse der Peptidaseaktivitat von Biofilm-assoziierten Zellen darstellt.
Dabei sind die unterschiedlichen Skalierungen der y-Achsen zu beachten. L. innocua L1-63
lag als Negativ-Kontrolle unterhalb der Detektionsgrenze des Assays. (M) = Mittels MALDI

Biotyper® identifizierte RONMIICN-ISOIALE. ..........c.cciiiiiiiiiie et

Abbildung 25: Mittelwerte der Peptidaseaktivitéat Biofilm-assoziierter und planktonisncher
Zellen quantifiziert mittels Fluorescamin-Assay mit einer Casein-Spaltung fiir 24 + 1 Stunden
bei 20 °C aus Abbildung 24. Signifikante Unterschiede sind mit Sternen markiert: *; p < 0,05;

¥ 0 S 0,01 (TUKEY HSDTESE). it ee ettt e e e e ettt e e e e e e e e e e aanetaaaaaeeaeeennnes

Abbildung 26: Quotienten der Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter und planktonischer
Zellen aus den in Abbildung 24 dargestellten Quantifizierungs-Ergebnissen mittels
Fluorescamin-Assay zur Einschatzung des Aktivitatsvermdgens Biofilm-assoziierter Zellen.

(M) = Mittels MALDI Biotyper® identifizierte Rohmilch-Isolate. .............ccccceevviieiiiie e,

Abbildung 27: Ergebnisse der Quantifizierung der Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter
Zellen auf Edelstahl- und Gummi-Plattchen mittels Fluorescamin-Assay mit einer Casein-
Spaltung fur 24 + 1 Stunden bei 20 °C. Die gemessene Peptidaseaktivitat ist in Femtokatal
pro koloniebildende Einheit (fkat/KbE) angegeben. Oberes Saulendiagramm zeigt die
Peptidaseaktivitat der planktonischen Zellen auf, wéhrend das untere Diagramm die
Quantifizierungsergebnisse der Peptidaseaktivitdt von Biofilm-assoziierten Zellen darstellt.

Dabei sind die unterschiedlichen Skalierungen der y-Achsen zu beachten...............cccccvvvenees

Abbildung 28: Quotienten der Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter und planktonischer
Zellen im Vergleich auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache aus den in Abbildung 27
dargestellten Quantifizierungs-Ergebnissen mittels Fluorescamin-Assay zur Einschatzung

des Aktivitatsvermdgens auf unterschiedlichen Oberflachen. ...,

.68

.69

.71

.12

.73

.75

Xl


file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834099
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834099
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834099
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834099
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834099
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834099
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834105
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834105
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834105
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834105
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834105
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834105
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98834105

Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Eine Auswahl enzymatischer Verderbsmoglichkeiten von Milch und

Milchprodukten durch VerderbDNiSEITEQET. ...... ... i uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeie bbb 5
Tabelle 2: Rezepturen der verwendeten NGhrmedien. ... 17
Tabelle 3: Rezepturen der verwendeten Chemikalien und LOsungen............cccceeeeeeeeeeeveevinnnnnn. 19

Tabelle 4: Auflistung der Pseudomonas-Isolate fur die Versuche zur Charakterisierung der
Biofilmbildung und der Peptidaseaktivitat von Biofilmen-assoziierten im Vergleich zu
PIANKIONISCREN ZEIEN. ... ..o e e e e e e e e et eaa e 22

Tabelle 5: Auflistung der im Rahmen der 8 Hofbegehungen beprobten Bereiche und Stellen
sowie die Art der Probe. M: Milch; S: Sonderprobe; T: Tupfer, angefeuchtet mit steriler
Ringer-Losung (Viertelstark); S/T: Wahl der Beprobungsart fand in Abhangigkeit zur Art des
Melkstands statt, bspw. Tupferabstrich der Melkroboter-Birste; W: WasSer...........cccoovvvvvvnnnnn. 27

Tabelle 6: Einteilung der Peptidaseaktivitat in Kategorien nach Maier et al. (2020) und
Berechnung des proteolytischen Index nach Hamdani et al. (2019). ........coovvviiiiiiiieeerriieiinn. 34

Tabelle 7: Inkubationsbedingungen von Plate-Count-Agar und ausgewahlten Selektiv-
nahrbdden zur Analytik von Rohmilch-assoziierten Multi-Spezies-Biofilmen............................. 39

Tabelle 8: Auswertung der hofspezifischen Parameter nach Abfrage der 38 beprobten
Erzeugerhofe zur Analyse des Zusammenhangs zwischen hofseitigen Einflussfaktoren und
Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch. Die hdufigste Nennung ist unterstrichen.................... 41

Tabelle 9: Fragebogen zur Erfassung hofspezifischer Parameter der 38 Erzeugerhofe zur
Analyse moglicher Einflussfaktoren auf die Pseudomonas- und Gesamtkeimzahl mit

dazugehorigen Erlauterungen fur die Milcherzeuger. ..........ccooeeeiiiiiiiiiiiiiin e, XXXIII
Tabelle 10: Verbrauchs- und sonstige Materialien. ............cccccvviiiiiiiiiiiee XXXIV
I LTSI R T - LS XXXIV

Xl


file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98833057
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98833057
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98833060
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98833060
file:///E:/Dissertation/Dissertation/_ENDVERSION/Dissertation_korrekte%20Abfolge%20220131.docx%23_Toc98833060

Einleitung

Einleitung

1 Rohmilch — Historie und Neuzeit

Seit ungefahr 9000 bis 6500 v. Chr. verzehren die Menschen Milch tierischen Ursprungs
(Rosenstock et al. 2021; Helmer und Vigne 2007; Bellwood 2005). Aufgrund der vorherrschenden
genetischen Laktoseintoleranz konsumierten Voélker der Jungsteinzeit vermutlich keine
Frischmilch, sondern Varianten von laktosereduzierter fermentierter Milch, Kase, Joghurt und
Butter (Rosenstock et al. 2021; Leonardi et al. 2012). Alte TongefédlRe, menschliche Zahnreste
aus dieser Zeit und Analysen von Tierknochen belegen die frilhe Verwendung von Milch
tierischen Ursprungs (Grillo et al. 2020; Charlton et al. 2019; Debuno Spiteri et al. 2016). Dabei
zeigten neuere genetische Studien die Persistenz des Enzyms Laktase in Europa vor
4000 Jahren, was den Verzehr von nicht-fermentierter, roher Milch ermdglichte (Charlton et al.
2019; lain et al. 2015). Milch gilt daher als einer der Urquellen der Nahrung und wird aus einer
Vielzahl von tierischen Quellen, wie Kiihen, Ziegen, Schafen und Buffeln, aber auch vom
Menschen zur Sauglingsernahrung, gewonnen (Boquien 2018; Quigley et al. 2013). Der hohe
Nahrstoffgehalt der Milch umfasst Proteine, Fette, Kohlenhydrate, Vitamine, Mineralien und
essentielle Aminosauren (Quigley et al. 2013; O’Callaghan et al. 2012).

Mitte des 19. Jahrhunderts wurde die Milcherzeugung im Zuge der Industrialisierung in Stadte
verlagert. Milchvieh wurde dort unter unhygienischen Bedingungen und Mangelerndhrung in
Kombination mit fehlenden Weiden, schmutzigem Wasser und infolge schlechter Tiergesundheit
gehalten (Heckman 2019; Hartley 1842). Bakterielle Krankheitserreger konnten sich in Rohmilch
vermehren, die nun Quelle fir Krankheiten wie Tuberkulose und Typhus war (Currier und
Widness 2018). Anstatt Zeit und Energie in die Erzeugung ,sauberer Milch durch gesunde Kiihe
zu investieren, wurde die Hitzebehandlung durch Pasteurisierung eingefihrt, um Bakterien
abzutdten und ,sichere” Milch in den Stadten zu gewahrleisten (Heckman 2019).

Heutzutage filhren gangige Verfahren zur Verlangerung der Haltbarkeit von Milch mittels
Kurzzeiterhitzung (72-75 °C, 15-30 Sekunden) und Ultrahocherhitzen (135-155 °C, 2-4
Sekunden) zu einer Haltbarkeit von wenigen Tagen und einigen Monaten, wohingegen sog. ESL-
Milch (125-127 °C, 2-4 Sekunden; optional Kurzzeiterhitzung mit Mikrofiltration kombiniert) mehr
als 20 Tage gekuhlt haltbar ist (Kaufmann et al. 2010; Vrese 2010). Durch die thermischen
Verfahren werden die in Milch enthaltenen Bakterien abgetdtet, wahrend wichtige Vitamine
erhalten bleiben (Kaufmann et al. 2010; Vrese 2010). Neben fertiger Trinkmilch gewinnt frische
Rohmilch aufgrund der steigenden Nachfrage nach regionalen, unverarbeiteten Lebensmitteln
wieder an Bedeutung. Die Ab-Hof Vermarktung von Rohmilch Uber Ausgabeautomaten
ermdglicht das Abzapfen frischer Rohmilch und kommt dieser Nachfrage nach. Dabei Ubersteigt
die Rohmilch der sog. Milchtankstellen regelmaRig einen der mikrobiologischen Referenzwerte
(Bohnlein et al. 2021; Poéther et al. 2019). Krankheitsausbriiche kénnen die Folge nicht
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abgekochter Rohmilch sein, wenn lebensmittelbedingte Krankheitserreger, wie Campylobacter
jejuni und Arcobacter butzleri, enthalten sind (Béhnlein et al. 2021). Ein neutraler pH-Wert, hohe
Wasseraktivitat und der hohe Nahrstoffgehalt bieten vielen Mikroorganismen Grundlage fir
Wachstum, wodurch die mikrobielle Zusammensetzung in Rohmilch reichhaltig und vielfaltig ist
(Yuan et al. 2019; Quigley et al. 2013).

1.1 Mikrobiotain roher Kuhmilch

Die mikrobielle Gemeinschaft in roher Kuhmilch ist aufgrund der Zusammensetzung
verschiedener taxonomischer Gruppen von Mikroorganismen vielfaltig und komplex (Parente et
al. 2020). Mikroorganismen mit der hochsten Abundanz in Rohmilch gehéren den Phyla
Firmicutes (Ordnung Staphylococcus, Streptococcus, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae,
Enterococcus, Clostridiales, Aerococcus), Actinobacteria (Ordnung Corynebacterium,
Bifidobacterium, Propionibacterium), Bacteriodetes (Prevotella, Bacteriodales,
Flavobacteriaceae, Sphingobacterium) und Proteobacteria (Ordnung Acinetobacter,
Pseudomonas, Stenotrophomonas) an (Falardeau et al. 2019; Cremonesi et al. 2018;
Derakhshani et al. 2018). Gram-positive Bakterien wie Bacillus, Microbacterium und
Staphylococcus sowie eine Vielzahl an Milchs&urebakterien, wie Lactococcus, Streptococcus und
Leuconostoc sind in Rohmilch vertreten (Skeie et al. 2019; Yuan et al. 2019; Neubeck et al. 2015;
Quigley et al. 2013). Neben gesundheitsfordernden Bakterien, wie Lactobacillus und
Bifidobacterium, kdnnen auch krankheitsverursachende Bakterien, wie Listeria, Salmonella,
Escherichia coli, Campylobacter und Mycobacterium Teil der Mikrobiota darstellen (Ndahetuye et
al. 2020; Quigley et al. 2013). In frischer Rohmilch dominieren Gram-positive Bakterien,
wohingegen bei Kiihltemperaturen Gram-negative Mikroorganismen die Mehrheit der Mikrobiota
bilden (Machado et al. 2017). Dazu zahlen die Gattungen Pseudomonas, Acinetobacter, Hafnia,
Rahnella, Klebsiella, Serratia, Enterobacter, Stenotrophomonas, Aeromonas, Acromobacter,
Alcaligenes, Chryseobacterium and Flavobacterium (Sun et al. 2022; Machado et al. 2017,
Vithanage et al. 2016; Samarzija et al. 2012). Eine weitere Gruppe, der in Rohmilch
vorkommenden Mikroorganismen, bilden die thermodurischen Psychrotrophen. Psychrotrophe
Bakterien zeichnen sich durch Wachstum bei Temperaturen unter 7 °C aus und gelten bei
Wachstum nach dem Erhitzen der Milch zusatzlich als thermostabil (Vithanage et al. 2016;
Champagne et al. 1994). Gram-positive Sporenbildner, wie Bacillus, Brevibacillus und
Clostridium, sowie Gram-positive vegetative Mikroorganismen, wie Microbacterium,
Streptococcus und Corynebacterium, zéhlen zu dieser Gruppe (Vithanage et al. 2016; Chavan et
al. 2011; Champagne et al. 1994). Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica und Bacillus

cereus werden den pathogenen Psychrotrophen zugeordnet (Champagne et al. 1994). Lange
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galt die aus gesunden Euterzellen gewonnene Milch als steril (Tolle 1980). Nach heutigem Stand
ist unklar, ob es eine Mikrobiota der gesunden Milchdriise gibt oder ob diese das Ergebnis einer
Kontamination der Milchgewinnung ist (Parente et al. 2020; Derakhshani et al. 2018). Dabei
stellen u. a. die Zitze (Zitzenkanal, Zitzenoberflache), das Melkgeschirr, die Luft der
Melkumgebung und das Wasser zur Reinigung von Melkgeschirrs/ -anlage, das Futter und Heu
des Milchviehs und Schmutz mégliche bakterielle Eintragsquellen dar (Reguillo et al. 2018; Doyle
et al. 2017b; Vacheyrou et al. 2011; Verdier-Metz et al. 2009). Daruber hinaus wurden Einflisse
von  Mastitis-Erkrankungen,  antimikrobielle ~ Behandlungen ~ und  unterschiedliche
Therapiemaflinahmen wahrend der Trockenstehzeit auf die Rohmilch-Mikrobiota untersucht
(Bonsaglia et al. 2017; Kuehn et al. 2013). Vithanage et al. (2016) stellten eine lagerzeit- und
temperaturabh&ngige Mikrobiota der Rohmilch fest. Bei einer 10-tagigen Lagerung der Milch bei
Temperaturen < 4 °C dominierten die Gattung Pseudomonas und vereinzelte Bacillus-Isolate,
wahrend der Anteil an Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus sowie Milchsdurebakterien
und Vertretern der Familie der Enterobacteriaceae abnahm. Bei Temperaturen = 6 °C nahm das
Wachstum Gram-positiver, mesophiler Mikroorganismen, u. a. wie Lactobacilli, Enterococcus,
Streptococcus und Micrococcus, und einiger Gram-negativer Gattungen der Enterobacteriaceae
zu (Vithanage et al. 2016). Hefen, u. a. der Gattung Candida und Kluyveromyces, sowie
Schimmelpilze der Gattung Aspergillus, Fusarium und Penicillium sind ebenfalls Teil der
Milchmikrobiota (Moravkova et al. 2021; Gethins et al. 2016; Jodral et al. 1993).

1.2 Verderbniserreger und -erscheinung in der milchverarbeitenden Industrie

Gram-negative Psychrotrophe, wie Pseudomonas, Acinetobacter, Hafnia, Klebsiella,
Stenotrophomonas, Serratia, und Aeromonas sowie Gram-positive Bacillus spp. sind fur die
Produktion proteolytischer Enzyme in Rohmilch verantwortlich (Vithanage et al. 2016; Baur et al.
2015a; Samarzija et al. 2012). Gram-negative psychrotrophe Bakterien bilden Zink-
Metalloproteasen, wie AprX, der Serralysin-Unterfamilie, wé&hrend Bacillus spp. Substilisin und
Thermolysin der Serin-Unterfamilie produzieren (Stoeckel et al. 2016; Vithanage 2017; Jonghe et
al. 2011; Dufour et al. 2008; Hase und Finkelstein 1993). Die Gattung Pseudomonas gilt dabei
als der Hauptverursacher fur enzymatisch bedingten Verderb von Rohmilch und der damit
einhergehenden verminderten Milchqualitat (Oliveira et al. 2015; Baur et al. 2015a). Weitere fir
den Verderb von Milch verantwortliche Gattungen sind u. a. Acinetobacter, Chryseobacterium,
Clostridium, Bacillus und andere sporenbildende oder thermodurische Mikroorganismen (Yuan et
al. 2019; Quigley et al. 2013).

Die fur den Milchverderb relevanten bakteriellen Peptidasen AprX, Substilisin und Thermolysin

sind durch aprx, npr und apre Gene codiert (Montanhini et al. 2013; Dufour et al. 2008; Jan et al.
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2000; Tran et al. 1991). Neben Proteasen werden lipolytische Enzyme, wie Lipasen, Esterasen
und Phospholipasen, von psychrotrophen Mikroorganismen produziert (Vithanage et al. 2016;
Neubeck et al. 2015; Jonghe et al. 2011). Dabei dominiert Pseudomonas spp. den Anteil Kalte-
toleranter Bakterien in Rohmilch und ist damit als Verderbniserreger von Milch von grof3er
Bedeutung (Murphy et al. 2016; Marchand et al. 2009a). Die alkaline, caseinolytische
Metallopeptidase AprX ist bislang die einzige bekannte Peptidase, welche von
Pseudomonas spp. gebildet wird (Caldera et al. 2016; Dufour et al. 2008; Maier et al. 2020). So
belegen viele Autoren die Verbindung zwischen aprx-positiven Pseudomonas-Isolaten mit
proteolytischer Aktivitat (Maier et al. 2020; Meng et al. 2018; Woods et al. 2001).

Durch thermische Behandlung der Rohmilch, wie Erhitzung bei Ultra-Hoch-Temperatur (UHT),
werden Mikroorganismen abgetdtet. Allerdings bilden proteolytisch aktive Bakterien
thermostabile Peptidasen, die durch die Hitzebehandlung nicht vollstéandig inaktiviert werden. So
wiesen Baur et al. (2015b) eine Restaktivitéat von 88,0 + 7,7 % der von P. fluorescens sekretierten
Peptidase in UHT-behandelter Milch (138 °C fiur 18 Sekunden) nach. Schon kleine
Konzentrationen aktiver Peptidasen fiihren wéhrend der Lagerung von erhitzter Milch vor Ablauf
der Mindesthaltbarkeit zu verschiedenen Produktschaden, wie Bildung unerwinschter Bitter-
Stoffe und Gelierung (Stoeckel et al. 2016; Baur et al. 2015a; Marchand et al. 2009a). Baur et al.
(2015b) wiesen eine Sedimentierung des Milchproteins bereits bei einer Enzymkonzentration von
1 pkat/ml nach 4-wéchiger Lagerung nach.

Durch Hydrolysierung von Triacylglyceriden (TAG) fuhren Lipasen in UHT-Produkten durch die
freigesetzten Fettsauren zur Bildung von Fehlaromen, wie Ranzigkeit (Andersson und Danielsson
1981), und sind somit, im Vergleich zu weiteren lipolytischen Enzymen, fir die Forschung von
Interesse. Esterasen spielen durch die Hydrolyse von kurzen Acylglyceriden, ebenso wie
Phospholipasen C, welche Phospholipide der Milchfettkiigelchen-Membran (MFGM)
hydrolysieren, fur den durch Lipolyse bedingten Verderb eine untergeordnete Rolle (Machado et
al. 2017; Chrisope und Marshall 1976). Eine Ubersicht tiber den enzymatisch bedingten Verderb
in Milch und Milchprodukten in Folge von Verderbniserregern gibt Tabelle 1. Milchsaurebakterien,
wie Lactococcus, Lactobacillus und Leuconostoc, sind u. a. in der Kaseherstellung zur Ausbildung
eines typischen Geschmacks erwiinscht. Allerdings tragen tberméafRige Mengen durch Bildung
von Fehlaromen ebenfalls zum Verderb der Milcherzeugnisse bei (Tilocca et al. 2020; Hassan
und Frank 2011). Hauptséchlich finanzielle Verluste, aber auch Produktriickrufe und ein
negatives Markenimage koénnen die Folge durch enzymatischen bedingten Verderb sein
(Vithanage 2017). Durch die gestiegene internationale Nachfrage ist die Stabilitaét von H-Milch
und somit die Haltbarkeit wahrend der Lagerung und des Transports von wesentlicher Bedeutung
(Vithanage 2017; Chavan et al. 2011). Im Jahr 2020 wurden mit circa 15,8 Mio. Tonnen die Halfte
der in Deutschland gewonnenen Milch exportiert (Milchindustrie-Verband e.V. 2021b). Da es

bislang keine effektive technologische Strategie zur vollstindigen Inaktivierung der

4
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hitzeresistenten Enzyme gibt, besteht die Notwendigkeit den Eintrag der enzymbildenden

Mikroorganismen in die Rohmilch zu reduzieren.
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1.3 Rechtsvorschriften zur Hygiene und Glteuntersuchung von Rohmilch

Die Hygienevorschriften fur die Rohmilcherzeugung, die Milcherzeugerbetriebe und Kriterien fir
Rohmilch erfolgen gemaf Verordnung (EG) Nr. 853/2004 des Europaischen Parlaments und des
Rates vom 29. April 2004 mit spezifischen Hygienevorschriften fir Lebensmittel tierischen
Ursprungs in Abschnitt IX Kapitel 1. Demnach muss Rohmilch nach dem Melken auf nicht mehr
als 8 °C und ab zweitagiger Abholung auf nicht mehr als 6 °C gekiihlt werden.

Auf nationaler Ebene trat im Jahr 2021 die Verordnung zur Forderung der Gite von Rohmilch,
kurz Rohmilchgiteverordnung (RohmilchGitV), in Kraft und loste damit die Milch-
Guteverordnung (1980) Uber die Guteprifung und Bezahlung der Anlieferungsmilch ab. Laut
Rohmilchgiteverordnung (2021) § 3 Absatz 1 Nr. 5 missen Abnehmer die Beschaffenheit der
Anlieferungsmilch hinsichtlich Fett- und Eiweil3gehaltes, Gefrierpunkt und Gehalt somatischer
Zellen sowie bakteriellen Status anhand der Gesamtkeimzahl und Vorhandenseins an
Hemmstoffen untersuchen. Monatlich erfolgen fur die Feststellung der Gesamtkeimzahl
mindestens zwei Untersuchungen nach amtlichen Verfahren nach § 64 Absatz 1 des
Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB). Zu den amtlichen Verfahren zur Erfassung der
Gesamtkeimzahlen zéhlen die Koloniezahlung bei 30 °C mittels Gussplattenverfahren geman
ASU L 00.00-88/1 und die durchflusszytometrische Zéhlung gemall ASU L 01.01-7. Die
Gluteuntersuchung hinsichtlich des bakteriellen Status sollte keinen Nachweis von Hemmstoffen
und eine Gesamtkeimzahl nicht hoher als 100 000 (5 log) KbE/ml ergeben. Zudem sollte eine
somatische Zellzahl von 400 000 (5,6 log) Zellen/ml nicht Uberstiegen werden. Wird einer dieser
Gutemerkmale Uberschritten, folgt eine Minderung des Kaufpreises um mindestens 2 bis 3 Cent
je Kilogramm Rohmilch.

Da der Gehalt an Pseudomonas spp. in Rohmilch gemafd Rohmilchgtteverordnung (2021) kein
Gutemerkmal darstellt, ist die Ermittlung der Pseudomonas-Keimzahl folglich kein Teil der
Untersuchungsverfahren zur Giteuntersuchung. Somit bleibt ein Abschlag auf den Kaufpreis bei
mit Pseudomonas spp. belasteter Rohmilch aus und eine Einschatzung eines spateren

enzymatisch bedingten Verderbs von Milch und Milchprodukten ist nicht méglich.

2 Pseudomonas spp.

2.1 Namensgebung und Klassifizierung von Pseudomonas spp.

Ende des 19. Jahrhunderts wurde die Namensgebung der Gattung Pseudomonas vom deutschen
Botaniker Walter Migula gepragt (Palleroni 2010; Migula 1900, 1897), wobei im Jahr 1923
erstmalig im Bergey's Manual of Determinative Bacteriology Uber diese Gattung berichtet wurde.

Der Name leitet sich vom Griechischem pseudés = false (engl.) und monas = a unit (engl.) ab
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(DSMZz 2021; Palleroni 2010). Bis Mitte des 20. Jahrhunderts erfolgte eine fehlerhafte
Klassifizierung von mehr als 800 Arten zur Gattung Pseudomonas. Es wird vermutet, dass zu
jener Zeit alle Gram-negativen, strikt aeroben, nicht-sporenbildenden, motilen Bakterien der
Gattung Pseudomonas zugeordnet wurden (Scales et al. 2014; Anzai et al. 2000). Erst nach
Entwicklung erster biomolekularer Analysemethoden bis hin zur Durchfiihrung polyphasischer
taxonomischer Studien mit Methoden zur Analyse von Mikroorganismen war eine Identifizierung

verschiedener phylogenetischer Gruppen moglich (Anzai et al. 2000).

2.2 Charakteristika und Eigenschaften von Pseudomonas spp.

Die Ordnung Pseudomonadales ist der Klasse Gammaproteobacteria untergeordnet, zu der die
Familie der Pseudomonaceae zahlt. Dazu gehort die Gattung Pseudomonas mit Uber
200 Spezies-Beschreibungen (DSMZ 2021). Bei Pseudomonas spp. handelt es sich um Gram-
negative, motile, nicht-fermentative, obligat aerobe und nicht-sporenbildende Stabchen, die
haufig psychrotrophe und Uberwiegend Oxidase- und Katalase-positive Charakteristika
aufweisen (Caldera et al. 2016; Palleroni 2015; Heller et al. 1990). Einige Pseudomonas-Spezies
bilden Pigmente, wie Pyoverdin und Pyocyanin (Scales et al. 2014). P. fluorescens bildet
hauptséchlich Pyoverdin, welches Matrtin et al. (2011) mit blau-fluoreszierender Erscheinung auf
Kéase untersuchten.

Das Wachstumsoptimum von Pseudomonas spp. liegt zwischen 25 und 35 °C, wobei ein
speziesabhangiges Wachstum bei Kihltemperaturen zwischen 0 und 7 °C sowie bei
Temperaturen bis zu 45 °C moglich ist (Andreani und Fasolato 2017; Caldera et al. 2016; Moreno
und Rojo 2014). Der minimale aw-Wert flir Pseudomonas spp. betragt 0,97, zudem liegt der
optimale pH-Wert liber 5,8, wobei eine Vermehrung unter pH 4,5 nicht moglich ist (Dimassi et al.
2020; Andreani und Fasolato 2017; Palleroni 2015; Fontana 2007).

Pseudomonas spp. ist ein ubiquitar vorkommender Mikroorganismus, der in Erdboden, Pflanzen,
Feuchtbereichen und Prozesswasser nachgewiesen wurde (Mena und Gerba 2009; Sgrensen
und Nybroe 2004; Heller et al. 1990). Zudem dominiert Pseudomonas spp. als Verderbniserreger
in zahlreichen Lebensmittel, wie Fleisch, Fisch, Gemuise, Kase und Milch (Stellato et al. 2017;
Caldera et al. 2016; Pinto et al. 2015; Macé et al. 2012; Marchand et al. 2009a; Dogan und Boor
2003).

Der kulturabhéngige Nachweis von Pseudomonas spp. zur Bestimmung der Keimzahl in Milch
und Milcherzeugnissen erfolgt geman ISO/TS 11059:2009-08. Hierfur wird Agar mit Cephalothin,
Fusidinsaure und Cetrimid (CFC) eingesetzt und die auf der Oberflache gewachsenen Kolonien
nach einer Inkubation bei 25 £+ 1 °C fur 48 £ 2 Stunden gemaf DIN EN ISO 13720 ausgezahlt.

Prasumtive Pseudomonas-Isolate konnen dann biochemisch mit API1® ID-Teststreifen (APl 20NE,
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API 50CH), molekularbiologisch tber PCR-basierte Methoden (Beispiel rpoB, rpoD Gen) oder
physikalisch Uber FT-IR-Spektroskopie sowie MALDI-TOF MS identifiziert werden (Gieschler et
al. 2021; Caldera et al. 2016; Neubeck et al. 2015). Ein kulturunabhéngiges Verfahren zum
Nachweis von Pseudomonas spp. stellt die Hochdurchsatz-Sequenzierung (Next Generation
Sequencing) dar (Pereira et al. 2018).

Die Gattung Pseudomonas umfasst derzeit 256 publizierte Spezies und ist damit die artenreichste
Gattung innerhalb der Gruppe Gram-negativer Bakterien (DSMZ 2021). Die stetig wachsende
Zahl an phylogenetischen Neubeschreibungen lassen auf ein Artenreichtum mit einer Vielzahl
unbekannter Pseudomonas-Spezies und noch unerforschtem, potentiellen Verderbspotential
schlieBen (Gieschler et al. 2021; Duman et al. 2021; Zhao et al. 2021; Hofmann et al. 2020a,
2020b). Die Identifizierung von Pseudomonas spp. mittels 16S rRNA-Sequenzanalyse ermoglicht
eine taxonomische Einordnung auf Gattungs-Ebene. Allerdings ist eine Spezieszuordnung
anhand des 16S rRNA Gens aufgrund der hohen Konservierung dieses ribosomalen Gens nicht
moglich, sodass zusatzliche Analysen zur korrekten phylogenetischen Zuordnung empfohlen
werden (Caldera et al. 2016; Gomila et al. 2015). Beispielsweise fiihrten Gieschler et al. (2021)
fur die phylogenetische Beschreibung von P. kielensis sp. nov. und P. baltica sp. nov. aus
Rohmilch mehrere Untersuchungen durch. Neben der Analyse der rpoB-Genfragmentsequenzen
unter Verwendung einer in-house-Datenbank, bestehend aus 221 rpoB-Sequenzen von
Pseudomonas-Typstammen, erfolgte die Bestimmung der Werte digitaler DNA-DNA
Hybridisierung (dDDH) mittels bioinformatischer Plattform der DSMZ ,TYGS® und die
Bestimmung durchschnittlicher Nukleotid-ldentitat (ANI), sodass Verwandtschaften zu bekannten

Spezies analysiert werden konnten.

2.3 Pseudomonas spp. in Rohmilch

In Rohmilch kann die Gattung Pseudomonas bis zu 50 % der psychrotrophen Bakterien betragen
und dabei Uber andere Gattungen wie Aeromonas, Listeria, Staphylococcus und Enterococcus
sowie die Familie der Enterobacteriaceae dominieren (Neubeck et al. 2015; Sgrhaug und
Stepaniak 1997; Reinheimer et al. 1990; Cousin 1982). Die Kombination aus langen Lagerzeiten
und niedrigen Temperaturen stellt einen Selektionsvorteil fur psychrotrophe Bakterien, wie
Pseudomonas spp., in Rohmilch dar (Cousin 1982). Mehreren Autoren zufolge kénnen folgende
Vertreter der Gattung Pseudomonas haufig in Rohmilch vorkommen: P. proteolytica,
P. lundensis, P. lactis, P. fragi, P. protegens, P. gessardii und P. fluorescens. Aber auch P. poae,
P. brennerii, P. veronii, P. putida, P. stutzeri, P. psychrophila und P. syringae werden regelmafig
aus Rohmilch isoliert (Rossi et al. 2018; Caldera et al. 2016; Vithanage et al. 2016; Neubeck et
al. 2015; Marchand et al. 2009b; Dogan und Boor 2003). P. aeruginosa, als opportunistischer



Einleitung

Krankheitserreger fur Mensch und Tier, ist bei Mastitis-Ausbriichen bei Milchkilhen und als
enzymatischer Verderbserreger in der Matrix Milch ebenfalls von Bedeutung (Schauer et al. 2021;
Bader und Abdulaal 2017; Yagoub et al. 2008). Einige Pseudomonas-Stamme weisen auch eine
Hitzeresistenz auf und gelten damit als thermodurisch. So ermittelten Aguirre et al. (2009) bei
P. fluorescens in Vollmilch bei einer Temperatur von 53 °C einen D-Wert von 1,16 Minuten und
einen z-Wert von 4,74 °C. Neben der Produktion lipolytischer Enzymen stellt Pseudomonas spp.
durch Bildung thermostabiler Peptidasen ein Risiko eines enzymatischen Verderbs von Milch dar.
Pseudomonas spp. neigt dazu Peptidasen allein oder in Kombination mit Lipasen zu exprimieren,
wohingegen die Minderheit an Pseudomonas-Stammen ausschlie3lich lipolytisch aktiv ist
(Neubeck et al. 2015). Dabei ist die proteolytische und lipolytische Aktivitdt abh&ngig vom
Pseudomonas-Stamm (Dogan und Boor 2003). Die Hitzestabilitat proteolytischer und lipolytischer
Enzyme wurde bereits im Einleitungs-Abschnitt 1.2 erlautert. Von Pseudomonas spp. produzierte
Peptidasen und Lipasen werden wéahrend der thermischen Behandlung von Milch nicht oder nur
unvollstéandig inaktiviert (Glick et al. 2016). Nach Andersson et al. (1979) ergab die Erhitzung
von Magermilch auf 140 °C fiur 2 Minuten eine 90 %ige Inaktivierung der Lipase von
Pseudomonas fluorescens. Stoeckel et al. (2016) stellten nach Erhitzung von Vollmilch auf
140 °C fiur 1,2 Minuten eine 10 %ige Restenzymaktivitat der Peptidasen von Pseudomonas sp.
und P. proteolytica fest. Die hitzeresistente Zink-Metallopeptidase AprX, welche ein
Molekulargewicht zwischen 45 und 50 kDa besitzt, hydrolysiert asi-, asz-, B- und k-Casein und
wird durch das aprX-lipA2 Operon codiert (Maier et al. 2020; Bagliniére et al. 2013; Marchand et
al. 2009b; Woods et al. 2001). Pseudomonas-Stamme mit einem aprX Gen besitzen haufig
weitere Gene, welche einen Peptidase-Inhibitor (Aprl), ein Typ-I-Sekretionsystem (AprDEF), zwei
putative Autotransporter (PrtA und PrtB) und eine Lipase (LipA) codieren (Maier et al. 2020;
Woods et al. 2001). Maier et al. (2020) ermittelten 22 unterschiedliche Operon-Typen, wobei 31 %
der untersuchten Pseudomonas-Typstamme (n = 185) dem Operon-Typ 1 (aprXIDEFprtABlipA2)
zuzuordnen waren. Bislang sind Isolate der Pseudomonas-Spezies P. proteolytica, P. lactis,
P. protegens, P. gessardii und P. fluorescens mit starker Peptidaseaktivitat assoziiert,
wohingegen P. lundensis und P. fragi -Isolate als moderat und schwach proteolytisch eingestuft
werden (Maier et al. 2020; Jonghe et al. 2011; Dogan und Boor 2003). Ein weiteres bedeutsames
Charakteristikum von Pseudomonas spp. ist die Fahigkeit zur Ausbildung von Biofilmen, um

neben planktonischer auch in sessiler Wuchsform vorzukommen (Rossi et al. 2018).
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3 Biofilm

3.1 Definition, Vorkommen, Bildung, Einflussfaktoren

Als Biofilme werden multizellulare Komplexe aus Mikroorganismen bezeichnet, die in einer selbst
produzierten Matrix aus extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) eingebettet und irreversibel
an einer Aufwuchsoberflache (Substratum) sowie untereinander gebunden sind (Donlan 2002).
Nach Flemming und Wuertz (2019) befinden sich 40 bis 80 % der Zellen auf der Erde in Biofilmen,
sodass Biofilme die Hauptform bakteriellen Lebens darstellen.

Die Entstehung von Biofilmen basiert auf der Anheftung von Mikroorganismen an einer
Aufwuchsoberflache. Nach anfanglichem, reversiblem Kontakt wird die Adhasion zwischen
planktonischen Zellen und Substratum aufgrund zunehmender Wechselwirkungen zwischen
Bestandteilen der Zelloberflache und dem Substratum irreversibel (Flemming und Wingender
2001). Eine wichtige Rolle fur die Anheftung der Zellen besitzen hierbei Strukturen der
Zelloberflache mit Funktion zur Uberwindung von AbstoRungskraften und als Adsorptionsmittel,
wie Flagellen, Fimbrien, Pili und weitere Proteine, zum Beispiel Antigen 43. (Ozer et al. 2021,
Otton et al. 2017; Wang et al. 2017; Donlan 2002; Danese et al. 2000; Austin et al. 1998). Genau
betrachtet erfolgt die anfangliche Adhasion an einen aus organischen Makromolekilen
bestehenden conditioning film auf dem Substratum (Flemming und Wingender 2001). Die
anschliel3ende mikrobielle Akkumulationsphase ist durch bakterielles Wachstum und Ausbildung
von Mikrokolonien bestimmt. Wéahrend dieser Phase erfolgt die Produktion extrazellularer
polymerer Substanzen (EPS), die den Raum zwischen Bakterien formen, diese fest im
Zellverband der Mikrokolonien fixieren und die 3-dimensionale Anordnung der Mikroorganismen
durch hydrophobe und ionische Wechselwirkungen ermdglichen. Schliellich bildet sich ein reifer
Biofilm aus, der in der sog. Plateau-Phase durch Neubildung und Ablésung von Biofilmmaterial
gepragt ist (Muhammad et al. 2020; Costa et al. 2018; Flemming und Wingender 2001). Durch
Wirkung von Scherkraften kdnnen einzelne Bakterienzellen (,Erosion®) oder ganze Biofilmfetzen,
sog. sloughing, abgeltst werden. Als Schwarmerzellen werden Bakterienzellen bezeichnet, die

aktiv die Biofilmgemeinschaft verlassen (Flemming und Wingender 2001).
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Abbildung 1: Darstellung eines Modells zur Entwicklung und Neubildung von Biofilmen. (1) Erster, reversibler Kontakt
der Bakterienzellen mit dem Substratum, (2) gefolgt von zunehmend irreversibler Bindung, (3) wobei mikrobielles
Wachstum und Produktion extrazellularer polymerer Substanzen (EPS) zur Ausbildung von Mikrokolonien (4) fuhrt. Mit
der Zeit erfolgt die Ausbildung eines reifen Biofilms (5), wobei Biofiimmaterial in sog. Plateau-Phase durch Erosion,
sloughing oder Schwéarmerzellen (5) neugebildet und abgeldst wird. Abbildung von Sauer (2003), modifiziert nach
Stoodley et al. (2002).

Innerhalb des Biofilms sind die Zellen durch die EPS-Matrix sowie von Zellen in den aufl3eren
Biofilmschichten vor Umwelteinflissen und Reinigungsmitteln sowie anderen mikrobiellen
Substanzen geschitzt (Peng et al. 2002). Neben mikrobiellen Zellen bilden extrazellulare
Substanzen den Hauptbestandteil der Biofilm-Matrix. Diese sind aus Polysacchariden,
sekretierten Proteinen, Nukleinsauren, Lipiden und weiteren polymerischen Verbindungen
zusammengesetzt (Donlan 2002; Flemming und Wingender 2001). Neben der Einbettung in die
EPS-Matrix bieten eine verlangsamte Wachstumsrate und spezifische Genexpression Biofilm-
assoziierten Zellen durch Veranderung der Zellstruktur und der Stoffwechselaktivitaten zusatzlich
Schutz (Mah und O'Toole 2001; Flemming und Wingender 2001; Lewis 2001). Biofilm-assoziierte
Zellen kdnnen eine bis zu 1000-fach hohere Toleranz gegenuber Bioziden und Antibiotika im
Vergleich zur planktonischen Wuchsform aufweisen, wobei der Reifegrad des Biofilms Einfluss
auf die Wirksamkeit der Substanzen nimmt (Bas et al. 2017; Olson et al. 2002; Ceri et al. 1999).
Weitere physiologische Veranderungen Biofilm-assoziierter Zellen, die zur gesteigerten Biozid-
Resistenz beitragen, sind die Induktion der allgemeinen Stressantwort, gesteigerte Expression
von Multidrug-Effluxpumpen, die Aktivierung von Quorum Sensing-Systemen oder veranderte
Profile von AuRenmembran-Proteinen (Mah und O'Toole 2001).

Bei der Anheftung bakterieller Zellen an ein Substratum nehmen die Mikroorganismen selbst
Einfluss auf die Biofilmentstehung. Dabei ist die Zellanheftung in Abh&ngigkeit von
Bakterienspezies, Zellzahl, Hydrophobizitdt, Ladung der Zelloberfliche und Bildung von
Exopolymeren sowie spezifischen zellularen Strukturen, wie Adhéasine (Teixeira et al. 2005;

Flemming und Wingender 2001). Ein weiterer Einflussfaktor stellt die Aufwuchsoberflache dar.
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Die Bedeutung der Hydrophobizitat bei der Zellanheftung wurde bereits in vielen Studien
untersucht (Forson et al. 2020; Lee et al. 2015; Teixeira et al. 2005; Pereira et al. 2000). Dabei
gilt nach van Oss und Giese (1995) ein Festkdrper als hydrophob, wenn die freie Energie der
Wechselwirkung zwischen seinen Oberflachenmolekilen in Gegenwart von Wasser negativ ist,
andernfalls gilt er als hydrophil. Auch Oberflacheneigenschaften, wie Rauheit und Porositat,
Ladung und Spannung sowie das Vorhandensein zweiwertiger Kationen wie Ca?" und Mg?
spielen bei der Anheftung der Zellen eine Rolle (Pereira et al. 2000). Zuletzt nimmt das Medium,
durch Temperatur, pH-Wert, geloste an-/ organische Stoffe, Viskositat und hydrodynamische
Parameter, wie Scherkréafte, Turbulenz und Druck, Einfluss auf die Bildung mikrobieller Biofilme
(Flemming und Wingender 2001).

Das Vorkommen von Biofilmen ist ubiquitar, da sie auf den verschiedensten Oberflachen und
Habitaten vorzufinden sind. In Krankenh&usern spielen Biofilme auf Medizinprodukten und auf
lebendem Gewebe durch anhaltende Infektionen eine Rolle (Percival et al. 2015; Dongari-
Bagtzoglou 2008). Aber auch Uber die Biofilmbildung im Trinkwasserverteilungsnetz sowie in
natirlichen Wassersystemen wurde berichtet (Liu et al. 2016; Neu und Lawrence 1997). Biofilme
in der Lebensmittelindustrie bergen ein erhebliches Risiko fiir die Lebensmittelqualitat und -
sicherheit als Ursache flir (Kreuz-) Kontaminationen und kénnen dabei die Gesundheit der
Verbraucher gefahrden und zu finanziellen Verlusten fir die Industrie fihren (Dantas et al. 2018;
Kostaki et al. 2012). Biofiimbildende Krankheits- und Verderbniserreger mit bedeutsamer
Abundanz im Lebensmittelsektor sind Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Shigatoxin-
produzierende Escherichia coli (STEC), Vibrio parahaemolyticus, Clostridium perfringens,
Campylobacter jejuni, Bacillus spp., Staphylococcus aureus, Shewanella putrefaciens,
Cronobacter spp., Geobacillus stearothermophilus und Pseudomonas spp. (Mazaheri et al. 2021;
Liu et al. 2021; Zhong et al. 2020; Ling et al. 2020; Milho et al. 2019; Rossi et al. 2018; Milojevic¢
et al. 2017; Kwon et al. 2017; Han et al. 2016; Charlebois et al. 2014; Bagge et al. 2001; Flint et
al. 2001). Dabei dominieren sog. Multi-Spezies-Biofilme das ubiquitare Vorkommen von
Bakterien in dieser Wuchsform. In Multi-Spezies-Biofilmen kdnnen unterschiedliche
Bakterienspezies ein kompetitives, synergistisches oder neutrales Verhalten, bspw. im Umgang
mit Nahrstoffressourcen, aufweisen (Jahid und Ha 2014; Elias und Banin 2012). In den meisten
Fallen weisen Multi-Spezies-Biofilme im Vergleich zu Mono-Spezies-Biofilmen eine hohere
Resistenz gegeniber antimikrobiellen Mitteln auf, wobei das Alter des Biofilms und die EPS-

Bildung Einflussfaktoren darstellen (Pang et al. 2020; Bowler et al. 2012).
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3.2 Biofilmein der Lebensmittelkette Milch

Biofilme spielen auf verschiedenen Stufen der Milchproduktion und -verarbeitung eine Rolle und
konnen durch ihre Persistenz und damit als einhergehende Kontaminationsquelle die Qualitat
und Sicherheit von Milch und Milchprodukten beintrachtigen (Shi und Zhu 2009; Teixeira et al.
2005). Beginnend mit dem Melkequipment, meist aus Gummi-, Edelstahl- und Kunststoff-Teilen,
besteht hierbei ein erstes Risiko zur Anheftung von Bakterienzellen bis zur Ausbildung eines
reifen Biofilms (Teixeira et al. 2005). Teixeira et al. (2005) gingen nach vorangegangener
Reinigung der Melkanlage durch Isolation von Pseudomonas aeruginosa (n = 10), Lactobacillus
lactis (n = 3), Staphylococcus sciuri (n = 9) und Enterococcus faecalis (n = 3) in einem Gummi-
Schlauch zwischen Zitzenbecher und des Melkzeug-Sammelstiicks von einer kritischen Stelle
zur Biofilmbildung aus und analysierten das Adhasionsvermdgen auf unterschiedlichen
industriellen Oberflachen. Auf eine Biofilmbildung im Melkapparat schlossen auch Scheldeman
et al. (2005) anhand der Isolierung identischer Spezies im Melkzeug und in Rohmilch sowie einer
hohen Anzahl potentiell hitzebestandiger Sporen im Inneren des Melkapparates nach Reinigung
der Melkanlage. Auch die Innenseite der Sammeltankwégen, fir den Rohmilch-Transport
zwischen Erzeugerhof und Molkerei, kdnnen nach Teh et al. (2011) ein Reservoir flr Bakterien
darstellen. Dabei wurden 153 Isolate auf das Vermégen zur Bildung von Biofilmen und
thermostabilen Enzymen hin untersucht. Neben Staphylococcus spp. und Streptococcus spp.
wurde die Fahigkeit zur Biofilmbildung bei Serratia spp., Bacillus coagulans und
Pseudomonas spp. mit Keimzahlen zwischen 2,7 und 7,6 log KbE/cm? sowie die Produktion
thermostabiler Enzyme nachgewiesen. Milchriickstande durch mangelhafte Reinigung im Inneren
der Sammeltankwagen konnen das Uberleben der Mikroorganismen und die bakterielle
Anheftung fordern (Teh et al. 2011). Neben dem Vermégen zur Biofilmbildung im Inneren des
Milchsammeltankwagens schlossen Teh et al. (2011) von Biofilmen auf eine potentielle Quelle
enzymatisch bedingten Verderbs von Milch und Milcherzeugnissen. Untersuchungen von Frglund
et al. (1995) zu Biofilmen aus Schlamm ergaben bis zu 32-fach hdhere Enzymaktivitaten
gemischter Schlamm-Biofilme im Vergleich zur planktonischer Wuchsform der Zellen. Auch die
Grenzflache zwischen Luft und Flussigkeit kann die Biofilmbildung begtnstigen (Wijman et al.
2007), wie sie haufig durch die Milchlagerung in Tanks auftritt. Neben der Bildung von Enzymen
im Zellverbund kénnen nach Wijman et al. (2007) auch Sporen in Biofilmen produziert und
anschlieRend in die Umgebung der Lebensmittelproduktion abgegeben werden (Wijman et al.
2007). Der Plattenwdrmeaustauscher im Rahmen der Pasteurisation von Milch stellte sich nach
Bouman et al. (1982) als Kontaminationsquelle fiir Streptococcus thermophilus heraus. Ein
Groldteil der Systeme in der Milchproduktion und -verarbeitung sind geschlossen, sodass
organische Reste infolge unzureichender cleaning-in-place (CIP)-Systemen oder in Rillen und

Winkeln der Melkanlage und diverser Rohrleitungen Anheftungsmaterial und Nahrungsgrundlage
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fur Bakterien darstellen und dadurch die Bildung von Biofilmen férdern. Allerdings sind diese
kritischen Stellen schwer zu erreichen und zu identifizieren (Zou und Liu 2018; Cleto et al. 2012;
Schlegelova et al. 2010; Verran et al. 2008). Unter cleaning-in-place wird ein Verfahren zur
ortsgebundenen Reinigung und Desinfektion (optional) von u. a. geschlossener, komplexer
Systeme, wie Rohrleitungen in der Lebensmittel- und pharmazeutischen Industrie, verstanden
(Walton 2008). Fur die Reinigung koénnen sich anhand des sog. Sinnerschen Kreises
verschiedene Variationsmaoglichkeiten der Faktoren Temperatur, Zeit, Chemikalie und
mechanische Wirkung ergeben, sodass das Reinigungsverfahren unter Beriicksichtigung des
Anlagensystems (Design, Rauigkeit, Material) und der Verschmutzung (Art, Zustand und Menge)
sowie weiterer Faktoren, wie bspw. Wasserharte, angepasst werden kann (Jirgen Loehrke
GmbH 2021; Gabri¢ et al. 2016; Teh et al. 2014; Wildbrett 2006; Sinner 1960).

3.3 Biofilme von Pseudomonas spp.

Pseudomonas spp. ist in der Matrix Milch als Verderbniserreger und Produzent thermostabiler
Peptidasen bekannt (Glick et al. 2016; Capodifoglio et al. 2016; Bagliniére et al. 2013; Dogan
und Boor 2003). Die Fahigkeit zur Biofilmbildung von Pseudomonas spp. wurde von einigen
Autoren beleuchtet, wobei isolat-, stamm-, nahrstoff- und temperaturabhéngiges Wachstum
beobachtet wurde. (Rossi et al. 2018; Otton et al. 2017; Aswathanarayan und Vittal 2014). Cleto
et al. (2012) beprobten nach der Anlagenreinigung den Milchtank, ein Verbindungsstick
zwischen Tank und Transferpumpe, die Haltezelle zum Pasteur und die Pasteurisierungsanlage.
Neben Serratia spp., Staphylococcus und Stenotrophomonas spp. wurden 37 % der Isolate als
Pseudomonas spp. identifiziert. Dabei dominierten Pseudomonas-isolate in der
Pasteurisierungsanlage und im Verbindungsstick zwischen Tank und Transferpumpe. Die
Fahigkeit und Kategorisierung zur Biofilmbildung wurde mittels Kristallviolett-Assay und Cut-Off-
Berechnungen nach Stepanovi¢ et al. (2000) im Mikrotiterplatten-Format untersucht. Dabei
wiesen Uber die Halfte (53 %) der untersuchten Pseudomonas-isolate moderates bis hohes
Vermobgen zur Biofilmbildung auf (Cleto et al. 2012). Flach et al. (2014) isolierten
Pseudomonas spp. ebenfalls im Inneren des Milchtanks sowie im Homogenisator und am
Milchablassventil, woraufhin die Fahigkeit zur Biofilmbildung &hnlich wie Cleto et al. (2012)
analysiert wurde. Dabei wiesen 45,5 % der Pseudomonas-Isolate Vermdgen zur Biofilmbildung
auf. Teh et al. (2011) quantifizierten die Biofilmbildung von Pseudomonas-Isolaten aus dem
Inneren eines Rohmilch-Sammeltankwagens auf Plattchen aus rostfreiem Edelstahl, welches ein
haufig in der Lebensmittelverarbeitung eingesetztes Material ist (Teixeira et al. 2005). Die
Analysen ergaben Keimzahlen zwischen 5,2 + 0,3 und 7,1 + 0,8 log KbE/cm? von Pseudomonas-

Biofilmen nach Inkubation bei 25 °C fur 24 Stunden in rekonstituierter Magermilch. Die Auswahl
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an Ergebnissen lassen auf ein Vorhandensein von Pseudomonas-Biofilmen in Milchbetrieben
schlielen (Flach et al. 2014; Cleto et al. 2012; Teh et al. 2011). In Studien, die das
Verderbnispotential einzelner Pseudomonas-Isolate untersuchten, wurde meist in vitro mit
planktonischen Zellen und nicht mit sessilen, Biofilm-assoziierten Zellen gearbeitet (Meng et al.
2018; Stoeckel et al. 2016; Capodifoglio et al. 2016; Flach et al. 2014; Nicodéme et al. 2005;
Dogan und Boor 2003). Erst in den letzten 10 Jahren beschéftigten sich vermehrt Studien mit
Verderbnis-verursachenden Enzymen in Biofilmen, welche bis dato als Quelle fiir enzymatischen
Verderb in lebensmittelproduzierenden Betrieben vernachlassigt wurden (Elegbeleye und Buys
2022; Teh et al. 2013; Teh et al. 2012).
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Forschungsziel der Arbeit

Die hygienisch einwandfreie Beschaffenheit bildet neben erndhrungsphysiologischer und
sensorischer Qualitat die Grundlage fur die Wertschdpfung milchwirtschaftlicher Erzeugnisse.
Dabei sind lange Haltbarkeiten von z. B. H-Milch durch den globalisierten Handel gefordert.
Allerdings fuhrt enzymatischer Proteinabbau haufig zu sensorischen und texturellen
Veranderungen der Milch noch vor Ablauf des Mindesthaltbarkeitsdatums. Eine vollstandige
Inaktivierung der Peptidasen psychrotropher Pseudomonas spp. ist nach derzeitigem Stand der
Technologie nicht gewahrleistet. Daher missen andere Strategien zur Reduktion des
Keimeintrags mit Pseudomonas spp. in Rohmilch entwickelt werden. Hieraus ergaben sich
folgende Fragestellungen:

1. Gibt es einen Zusammenhang zwischen hofspezifischen Parametern und Pseudomonas-

Keimzahlen in Rohmilch?

2. Konnen Eintragsrouten auf den Erzeugerhdfen identifiziert werden, die maf3geblich fur

eine hohe Pseudomonas-Belastung in Rohmilch sein kbnnen?

Biofilme, als haufigste Form mikrobiellen Wachstums, stellen ein Reservoir fir
Pseudomonas spp. auf allen Stufen der Milchproduktion dar. Es wird vermutet, dass Biofilme in
der Milcherzeugung und -verarbeitung eine Quelle fur Verderbnis-verursachende Enzyme
darstellen, allerdings ist das Verderbspotential von Biofilm-assoziierten Enzymen, wie
Peptidasen, bislang noch weitgehend unerforscht. Zur Einschatzung des Risikos, welches

Biofilme fur Milchbetriebe bergen kénnen, wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:
3. Sind Pseudomonas-Stamme aus Rohmilch in der Lage auf verschiedenen Oberflachen

Biofilme zu bilden?

4. Sind Pseudomonas-Stamme in derartigen Biofilmen proteolytisch aktiv und besitzen eine

Relevanz beim Verderb von Rohmilch?

Erganzend dazu sollte mittels Rasterelektronenmikroskopie die Morphologie von Mono-Spezies-
Biofilmen von Pseudomonas spp. und Rohmilch-assoziierten Multi-Spezies-Biofilmen analysiert

werden.
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Material und Methoden

1 Na&hrmedien

Die Rezepturen der verwendeten Nahrmedien sind in Tabelle 2 aufgelistet. Zur Herstellung der

Nahrmedien wurde Reinstwasser (ELGA LabWater, UK) verwendet. Mit Ausnahme der
Milchmedien (100, 50 und 10 %) und des VRBD-Agars wurden alle Nahrmedien, die Agar-Agar
enthielten, bei 121 °C fir 15 Minuten autoklaviert. Zudem wurde zur Herstellung der Milchmedien

(50 und 10 %) autoklaviertes Reinstwasser verwendet.

Tabelle 2: Rezepturen der verwendeten Nahrmedien.

Nahrmedium Zusammensetzung Hersteller
Casein-Soja-Pepton (CASO) -Agar 15 g/l Pepton aus Casein Merck KgaA,
pH7,3+0,2 5g/l Pepton aus Sojamehl Deutschland
59/l Natriumchlorid (Fertigmedium)
15 g/l Agar-Agar
Casein-Soja-Pepton (CASO) -Bouillon 17 g/l Pepton aus Casein Merck KgaA,
pH7,3+0,2 3 g/l Pepton aus Sojamehl Deutschland
2,59/l Glucose (Fertigmedium)
5 g/l Natriumchlorid
2,5 g/l di-Kaliumhydrogenphosphat
Cephalothin-Fusidinsaure-Cetrimid (CFC) 16 g/l Pepton aus Gelatine Thermo Fisher
-Agar 10 g/l Caseinhydrolysat Scientific Inc., USA
pH7,1+0,2 10 g/l Kaliumsulfat (Fertigmedium)
1,49/l Magnesiumchlorid
11 g/l Agar-Agar
5ml/l  Glycerol (86 %)
Losen der Bestandteile durch
Kochen, Autoklavieren
50 mg/l Cephalothin Thermo Fisher
10 mg/l  Natrium Fusidat Scientific Inc., USA
10 mg/l  Cetrimid (Fertigsupplement)
Zugabe der restlichen
Bestandteile
Hefeextrakt-Glucose-Chloramphenicol 59/l Hefeextrakt Merck KgaA,
(YGC) -Agar 20 g/l Glucose Deutschland
pH7,0+0,2 0,1 g/l Chloramphenicol (Fertigmedium)
14,9 g/l Agar-Agar
Kristallviolett-Galle-Glucose (VRBD) 7 g/l Pepton aus Gelatine Carl Roth GmbH +
-Agar 3 g/l Hefeextrakt Co. KG, Deutschland
pH 7,4 +0,2 159/l Gallensalz (Fertigmedium)
5 g/l Natriumchlorid
30 mg/l Neutralrot
2mg/l Kristallviolett
10 g/l Glucose
13 g/l Agar-Agar

17



Material und Methoden

Fortsetzung von Tabelle 2

Nahrmedium Zusammensetzung Hersteller
Magermilch-Agar (1 %) Part 1 4,5 g/l Pepton aus Casein VWR International
0,99/l Glucose (Fertigmedium)

2,25 g/l Hefeextrakt
13,59/l  Agar-Agar
900 ml/l Reinstwasser

Autoklavieren
Part 2 10 g/l Magermilchpulver Merck KgaA,
90 ml/l  Reinstwasser Deutschland

Autoklavieren bei 121 °C fur

5 Minuten, Mischen von Part 1

und Part 2

Milchmedium (100, 50, 10 %) H-Milch (3,5 % Fett) Fude + Serrahn

Milchprodukte
GmbH & Co. KG,
Deutschland

Ringer-Ldsung (Viertelstark) Merck KgaA,
Deutschland

Plate-Count (PC) -Agar 59/l Pepton aus Casein Merck KgaA,
pH 7,0 +0,2 19/l Glucose Deutschland
2,59/l Hefeextrakt (Fertigmedium)
14 g/l Agar-Agar
Trypton-Galle-x-Glucuronid (TBX) -Agar 20 g/l Caseinpepton Merck KgaA,
pH 7,0 +0,2 1,59/l Gallensalze Nr. 3 Deutschland
75 mg/l  5-Brom-4-Chlor-3-Indol-3- (Fertigmedium)
Glucuronid

10 g/l Agar-Agar
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2 Chemikalien und Losungen, Verbrauchsmaterial und Gerate

In Tabelle 3 sind die verwendeten Chemikalien und Ldsungen sowie deren Rezepturen

aufgelistet. In den Arbeiten bendtigte Verbrauchsmaterialien sowie Gerate sind dem Anhang aus

Tabelle 10 und Tabelle 11 zu entnehmen.

Tabelle 3: Rezepturen der verwendeten Chemikalien und Lésungen.

Chemikalien und Lésungen

Zusammensetzung

Hersteller

Accucheck Counting Beads (10 %)

Accucheck Counting Beads

Ringer-Losung (Viertelstark)

Thermo Fisher Scientific
Inc., USA
s. Zusammensetzung

Azidiol

Gebrauchsfertig

AppliChem GmbH,
Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat-

Dinatriumhydrogenphosphat

Sigma-Aldrich, USA

Puffer (1 M) (2 99,0 %)
pH 7,4 Reinstwasser, autoklaviert ELGA LabWater, UK
Glycerol (86 %) Gebrauchsfertig Carl Roth GmbH + Co. KG,

Deutschland

Essigsaure (30 %)

Essigsaure (100 %)

Reinstwasser, autoklaviert

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland
ELGA LabWater, UK

Ethanol (25, 50, 70, 75,
90, = 99,9 %)

Ethanol (2 99,9 %)

Reinstwasser, autoklaviert

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland
ELGA LabWater, UK

Fixierlésung fir die 1 Vol.-Teil Natrium-Phosphat-Puffer (1 M) S. Zusammensetzung
REM-Analytik 1 Vol.-Teil Glutaraldehyd-Ldsung (25 %) Agar Scientific Ltd, UK
8 Vol.-Teile Reinstwasser; 0,1 um sterilfiltriert ELGA LabWater, UK
Fluorescamin-Stocklésung Fluorescamin Sigma-Aldrich, USA
(10 mg/ml) Aceton Merck KgaA, Deutschland
Fluorescamin-EndIdsung Fluorescamin-Stocklésung S. Zusammensetzung
(0,2 mg/ml) (10 mg/ml)
Aceton
Kristallviolett-Losung (5 %) Kristallviolett-Losung (10 %) Merck KgaA, Deutschland
Reinstwasser, autoklaviert ELGA LabWater, UK
Hexamethyldisilazan Gebrauchsfertig Honeywell International
Inc., USA
IBC Kontroll-Standard IBC Control Standard Bentley Instruments Inc.,
(1 Vial/ 60 ml) IBC Controll Standard Buffer USA
Solution
IBCm Inkubationsreagenz 18 Vol.-Teile IBCm Component 1 Bentley Instruments Inc.,
1 Vol.-Teil IBCm Component 2 USA
1 Vol.-Teil IBCm Component 3

Filtration: 0,2 um

Leucylglycin (10 mM)

Leucylglycin

Phosphatpuffer (0,1 M), pH 8,0

Sigma-Aldrich, USA
s. Zusammensetzung

Leucylglycin (0,5 mM; 0,25 mM;

0,125 mM, 0,0625 mM)

Leucylgylcin (10 mM)

Phosphatpuffer (0,1 M), pH 8,0

s. Zusammensetzung

Methanol (= 99,9 %) Gebrauchsfertig Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland
Microsphere Working Solution Gebrauchsfertig Bentley Instruments Inc.,

USA
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Fortsetzung von Tabelle 3

Chemikalien und Lésungen

Zusammensetzung

Hersteller

Natriumdihydrogenphosphat-
Puffer (1 M)
pH 7,4

Natriumdihydrogenphosphat
Reinstwasser, autoklaviert

Sigma-Aldrich, USA
ELGA LabWater, UK

Natrium-Phosphat-Puffer (1 M)
pH 7,4

Dinatriumhydrogenphosphat-
Puffer (1 M), pH 7,4
Natriumdihydrogenphosphat-
Puffer (1 M), pH 7,4

s. Zusammensetzung

S. Zusammensetzung

Natrium-Phosphat-Puffer (0,1 M)
pH 7,4

Natrium-Phosphat-Puffer (1 M),
pH 7,4
Reinstwasser, autoklaviert

S. Zusammensetzung

ELGA LabWater, UK

Phosphatpuffer (0,1 M)
pH 8,0

6 ml/l

94 mi/l

900 ml/l

Kaliumdihydrogenphosphat (1 M)
Dikaliumhydrogenphosphat (1 M)

Reinstwassser, autoklaviert

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

ELGA LabWater, UK

Propidiumjodid Stockldsung (20 mM)

Propidiumjodid (= 95 %)
Dimethylsulfoxid (= 99,8 %)

Sigma-Aldrich, USA
VWR International, USA

Ringer-Losung
(Viertelstark, 2 Stk/l)

Ringertabletten
Reinstwasser

Merck KgaA, Deutschland
ELGA LabWater, UK

Syto 13 Stocklésung (5 mM) in
Dimethylsulfoxid (= 99,9 %)

Gebrauchsfertig

Thermo Fisher Scientific
Inc., USA

Trichloressigséure (24 %)

Trichloressigsaure (100 %)

Reinstwasser, autoklaviert

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland
ELGA LabWater, UK
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3 Bakterienstamme

Fur die Analysen zur Charakterisierung der Biofilmbildung von Pseudomonas (P.) spp. in 96-Well-
Mikrotiterplatten aus Kunststoff sowie auf Edelstahl- und Gummi-Oberfliche und der
Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter und planktonischer Zellen wurden die in Tabelle 4
aufgelisteten Stamme verwendet. Neben Typstammen wurden zudem Pseudomonas-Stamme
eingesetzt, welche im Rahmen des Projektes AiF-FV 16588 N an der Technischen Universitat
Minchen (TUM) u. a. aus Rohmilch isoliert wurden. Weitere Pseudomonas-Isolate aus Rohmilch
wurden mittels MALDI Biotyper® (Bruker Daltonics GmbH & Co.KG, Deutschland) zusammen mit
dem Institut fUr Sicherheit und Qualitat bei Fleisch des Max Rubner-Instituts identifiziert und sind
mit ,(M)“ hinter der Stammbezeichnung gekennzeichnet. P. kielensis, P. baltica und P. rustica
wurden im Rahmen der zuletzt genannten Arbeiten kirzlich neu beschrieben (Fiedler et al. 2022;
Gieschler et al. 2021). Zur Charakterisierung der Peptidaseaktivitdt von Biofilmen wurde Listeria
(L). innocua als Negativ-Kontrolle eingesetzt.
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4 Bestimmung der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in
Rohmilch

4.1 Analyse des Zusammenhangs zwischen hofseitigen Einflussfaktoren und
Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch

4.1.1 Logistik der Rohmilchproben

Es wurden zwischen Juni 2019 und Dezember 2020 521 Rohmilchproben von 38 Erzeugerhoéfen
zweier Molkereien in Norddeutschland monatlich auf die Pseudomonas- und Gesamtkeimzahl hin
untersucht.

Dafir erhielten die fur die beiden Molkereien zustandigen Milchkontrollverb&nde Transportgefal3e
mit 105,6 pl Azidiol-Aliquots zur Konservierung des Probenmaterials. In Anschluss an die
Milchabholung des Sammelwagens wurden je Erzeugerhof circa 32 ml Rohmilch in die
TransportgefalRe abgefullt und an das Max Rubner-Institut in Kiel per Express-Versand gekuhlt
gesendet.

Nach Ankunft der Rohmilchproben erfolgte zligig die Messung der Temperatur mittels Infrarot-
Thermometer Traceable® (VWR, USA).

4.1.2 Erfassung hofspezifischer Informationen

Um einen Zusammenhang zwischen hofseitigen Einflussfaktoren und Pseudomonas- bzw.
Gesamtkeimzahlen herstellen zu konnen, wurden alle Erzeugerhéfe um Auskunft zu
hofspezifischen Parametern gebeten. Die Erhebung der Daten der einzelnen Erzeugerhdfe wurde
Uber die jeweilige Molkerei abgewickelt und die Informationen anonymisiert dem Max Rubner-
Institut in Kiel zur Verfligung gestellt. Der Bogen zur Erfassung méglicher Einflussfaktoren auf

Pseudomonas- bzw. Gesamtkeimzahlen in Rohmilch ist dem Anhang in Tabelle 9 beigeflgt.

4.1.3 Bestimmung der Gesamtkeimzahl mittels Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrische Z&hlung der Bakterien in Rohmilch erfolgte mithilfe des halbauto-
matischen Analysators BactoCount IBCm (Bentley Instruments Inc., USA). Die Messungen
wurden am Institut fur Sicherheit fur Milch und Fisch des Max Rubner-Instituts in Kiel
durchgefuhrt. Hierfir wurde 1 ml der Rohmilchprobe und 2 ml der Inkubationsreagenz-Ldsung in
auf 50 °C vorgewarmten Edelstahl-Behaltern manuell Uberfiihrt. Bestandteile der
Inkubationsreagenz-Lésung waren ein Milch-klarender Puffer (IBCm BactoCount Kit Component
1), ein proteolytisches Enzym (Component 2) und ein Fluoreszenzmarker (Component 3).
Dadurch wurden somatische Zellen lysiert und Fettkiigelchen sowie Proteine abgebaut. Zudem
wurden Bakterienzellwande permeabel, was die Anfarbung der DNA durch den

Fluoreszenzmarker ermdoglichte. Insgesamt erfolgte die Inkubation des Proben-Reagenz-
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Gemisches fir 10 Minuten, wobei das Gemisch zweimal mittels Ultraschallsonde behandelt
wurde, um den mechanischen Abbau storender Partikel zu fordern sowie Bakterien zu vereinzeln
und Zellwande zu zerstdren (Bentley Instruments, Inc. 2014). AnschlieRend wurde das Gemisch
in das Durchflusszytometer Uberfihrt. Durch den Kontakt mit einem starken Laserstrahl
fluoreszierte die markierte Bakterien-DNA. Das Fluoreszenzsignal wurde von einem Optikset
eingefangen, gefiltert und mit einem Detektor gemessen. Mithilfe der BactoCount eigenen
Software wurden die verarbeiteten Fluoreszenzimpulse in einzelne Bakterienzahlen (IBC) und
nach Anwendung einer Umrechnungsgleichung in koloniebildende Einheiten (KbE pro pl)
konvertiert (Bentley Instruments, Inc. 2019). Vor Einsatz des Gerates wurde das Optikset mittels
Microsphere Working Solution und die Inkubationsreagenz mittels IBCm Kontroll-Standard
kalibriert.

4.1.4 Kulturelle Bestimmung der Pseudomonas-Keimzahl

Zur kulturellen Bestimmung der Pseudomonas-Keimzahl in Rohmilch wurde eine
Verdinnungsreihe im Verhdltnis von 1:10 in Ringer-Losung (Viertelstark) hergestellt. Je
Verdinnungsstufe wurden 100 ul der verdinnten Rohmilch auf CFC-Agar aufgetragen und fiir
2 Tage bei 25 °C inkubiert. Fir die Bestimmung der Pseudomonas-Keimzahl wurde die Formel
zur Berechnung des gewogenen arithmetischen Mittelwertes herangezogen, wobei die
Bestimmungsgrenze auf CFC-Agar zwischen 10 und 150 auszahlbaren Kolonien lag (VDLUFA
e.V. 2003). Die errechnete Pseudomonas-Keimzahl wurde als logarithmierte koloniebildende
Einheiten pro Milliliter (log KbE/ml) angegeben.

4.2 Identifikation der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in Rohmilch

4.2.1 Auswahl der Erzeugerhofe

Zur ldentifikation der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in Rohmilch wurden Erzeugerhdofe
anhand der durchschnittlichen Pseudomonas-Keimzahlen, die im Rahmen der monatlichen
Keimzahlbestimmungen ermittelt wurden (s. Material und Methoden 4.1), ausgewahlt. Dabei
wurde ein Zeitraum von 12 Monaten betrachtet und insgesamt 8 Hofe fir die Analysen bestimmt.
Je 4 Erzeugerhofe mit durchschnittlich héheren Pseudomonas-Keimzahlen tber 4 log KbE/ml
und durchschnittlichen niedrigeren Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch mit Keimgehalten
unter 4 log KbE/ml wurden ausgewahlt und an denselben Probenahmestellen (s. Material und
Methoden 4.2.2) untersucht. Zudem wurde bei der Hofauswahl neben den durchschnittlichen
Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch die Produktionsart und das Melksystem der Hofe

bertcksichtigt.
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4.2.2 Planung und Durchfiihrung der Hofbeprobungen

Die Beprobung umfasste verschiedene Probenahmestellen im Bereich des Rohmilchtanks, der
Melkanlage, des Melkzeugs und verschiedene Wasserproben. Die Probenahmestellen je Bereich
und die Art der Probenahme sind in Tabelle 5 dargestellt.

Die Hofbegehungen mit Probenahme erfolgte bei allen Hofen nach Reinigung des Melksystems,
sodass die gleiche Ausgangssituation fir alle Hofe vorlag. Nach Verwerfen des Vorlaufs wurden
je 30 ml der flissigen Proben, wie Rohmilch (M) und Wasser unterschiedlicher Stellen (W), mit
99 ul Azidiol bis zur Aufarbeitung im Labor unter Kihibedingungen konserviert, um das Wachstum
von Mikroorganismen wahrend des Transports zu verhindern. Fir die Beprobung von
Oberflachen im Bereich des Rohmilchtanks, der Melkanlage und des Melkzeugs wurden mit
steriler Ringer-Lésung (Viertelstark) angefeuchtete Tupfer (T) eingesetzt und eine Flache von
circa einem Quadratzentimeter (cm?) beprobt. Sonderproben (S), wie der Milchfilter der
Melkanlage des Probenahmetages, wurden vom jeweiligen Landwirt nach dem Melkvorgang
gekuhlt aufbewahrt.
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Tabelle 5: Auflistung der im Rahmen der 8 Hofbegehungen beprobten Bereiche und Stellen sowie die Art der Probe.
M: Milch; S: Sonderprobe; T: Tupfer, angefeuchtet mit steriler Ringer-Lésung (Viertelstark); S/T: Wahl der
Beprobungsart fand in Abhéngigkeit zur Art des Melkstands statt, bspw. Tupferabstrich der Melkroboter-Burste;
W: Wasser.

Bereich Probenahmestelle Probenart
Rohmilch -
Zapfhahn
Deckel Zapfhahn
Dichtung Zapfhahn
Rohmilchtank Tankdeckel
Dichtung Tankdeckel
Offnung Entliftung
Entliftungsdeckel
Rohr Milchzufuhr
Halterung fur Rohr Milchzufuhr
Milchabscheider
Melkanlage Deckel Milchabscheider
Zulauf Milchabscheider
Milchfilter nach Melken
Halterung Milchfilter
Sammelstiick Melkzeug
Dichtung Sammelstick Melkzeug
Melkzeug Zitzenbecher
Halterung Zitzenbecher
Reinigungsutensilien Zitzen
Kaltwasser Tankreinigung
Warmwasser Tankreinigung
Wasser Kaltwasser Melksystemreinigung
Warmwasser Melksystemreinigung
Wasser Nachspulung Melksystem

T

Ssssslod-d4d44dd0o A 444444444 44|g

Zusatzlich wurde mithilfe des Luftkeimsammlers Air IDEAL® 3P® (BioMerieux, Frankreich) der
Pseudomonas- und Gesamtkeimgehalt der Umgebungsluft im Bereich des Melkens bestimmit.
Fur die Bestimmung des Pseudomonas-Luftkeimgehaltes wurden 500 | und 1000 | Luftvolumen
auf CFC-Agar und fur den Gesamtkeimgehalt 5 | und 10 | Luftvolumen auf CASO-Agar

eingezogen.

4.2.3 Mikrobiologische Untersuchungen

Fur den Vergleich des mikrobiellen Status der Erzeugerhdfe wurde von allen Probenahmestellen
kulturelle Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlbestimmungen durchgefiihrt. Dabei ist zu
bertcksichtigen, dass in der gesamten Arbeit unter dem Begriff ,Gesamtkeimzahl“ die aerobe
mesophile Keimzahl zu verstehen ist. Fur die Bestimmung des Keimgehalts der Tupferproben
wurden die Tupfer mit einer sterilen Laborschere gekirzt und mit je 1,5 ml Ringer-Lésung
(Viertelstark) mechanisch mittels Vortexers behandelt. AnschlieBend wurde hieraus 1 ml
Suspension zur Bestimmung der Keimzahlen verwendet. Das gleiche Volumen wurde fir die
Bestimmung des Keimgehalts der Rohmilch- und Wasserproben eingesetzt. Sonderproben, wie

die Milchfilter der Hofe und einige Reinigungsutensilien der Zitzen (Einmal- oder waschbare
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Tucher), wurden in 100 ml Ringer-Losung (Viertelstark) im Stomacher®-Laborhomogenisator
(Seward Ltd., UK) behandelt und aus dem Gemisch 1 ml zur weiteren Analyse entnommen.

Die Pseudomonas-Keimzahlbestimmung erfolgte wie in Abschnitt 4.1.4 beschrieben. Fir die
Bestimmung der Gesamtkeimzahl wurde eine Verdinnungsreihe im Verhaltnis von 1:10 mit
Ringer-Losung (Viertelstark) hergestellt. Fir die jeweilige Verdinnungsstufe wurden je 100 ul auf
CASO-Agar aufgetragen und anschlieRend fur 5 Tage bei 30 °C inkubiert und ausgewertet. Fir
die Bestimmung der Gesamtkeimzahl wurde die Formel zur Berechnung des gewogenen
arithmetischen Mittelwertes herangezogen, wobei die Bestimmungsgrenze auf CASO-Agar
zwischen 10 und 300 auszéhlbaren Kolonien lag (in Anlehnung an DIN EN ISO 4833-1:2013-12).
Die Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen wurden je nach Bereich und Probenahmestelle als
logarithmierte koloniebildende Einheiten pro Quadratzentimeter bzw. Milliliter (log KbE/cm? bzw.
ml) angegeben. Die CASO- und CFC-Agarplatten zur Bestimmung des Luftkeimgehalts im
Melkbereich wurden wie zuvor beschrieben inkubiert und der Keimgehalt als logarithmierte
koloniebildende Einheiten pro 10 Liter Luftvolumen (log KbE/10 I) angegeben.
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5 Charakterisierung von Pseudomonas spp. hinsichtlich der
Biofilmbildung und der Peptidaseaktivitat

5.1 Analyse der Biofilmbildung von Pseudomonas spp.

5.1.1 Bakterienanzucht und -kultivierung

Mittels einer Impfése wurde Material von bei — 80 °C in 86 %igen Glycerol eingefrorenen
Pseudomonas-Stammen entnommen und in je 10 ml CASO-Bouillon fiir 24 + 1 Stunden bei 30 °C
inkubiert. AnschlieRend wurden 100 pl der jeweiligen Kultur in 10 ml CASO-Bouillon tberimpft
und fir 22 - 24 Stunden bei 30 °C erneut inkubiert.

5.1.2 Einstellung der Inokulationsdosis

Die Versuche zur Charakterisierung der Biofilmbildung von Pseudomonas-Stammen in 96-Well-
Mikrotiterplatten und auf Edelstahl-Oberflache wurden mit einer Inokulationsdosis von
6 log KbE/ml angesetzt. Hierfur wurde zunachst die Zellzahl der frischen Kultur mittels
Durchflusszytometrie (s. Material und Methoden 5.1.3) bestimmt und anschlie3end mit Ringer-
Ldsung (Viertelstark) auf 7 log KbE/ml eingestellt. Um in den Biofilm-Versuchen mit Milchmedium
Anteile an CASO-Bouillon aus der Bakterienkultivierung auszuschlie3en, wurden 2,6 ml Kultur
bei 5.000 rpm fur 3 min abzentrifugiert und das Pellet in 1 ml des jeweiligen Milchmediums
resuspendiert. Nach Uberimpfen des resuspendierten Pellets in 25 ml des jeweiligen
Milchmediums, wurde die eingestellte Ausgangskeimzahl von 6 + 0,5 log KbE/ml tber kulturelle
Keimzahlbestimmung tberprift. Hierflr wurde eine Verdiinnungsreihe im Verhéltnis von 1:10 mit
Ringer-Losung (Viertelstark) hergestellt. Fir die jeweilige Verdiinnungsstufe wurden je 100 ul auf
CASO-Agar aufgetragen und anschlieBend fir 24 £+ 1 Stunden bei 37 °C inkubiert und
ausgewertet. Fur die Bestimmung der Keimzahl wurde die Formel zur Berechnung des
gewogenen arithmetischen Mittelwertes herangezogen, wobei die Bestimmungsgrenze auf
CASO-Agar zwischen 10 und 300 auszahlbaren Kolonien lag (in Anlehnung an DIN EN ISO 4833-
1:2013-12).

Nach Abnahme des Volumens fur die Keimzahlbestimmung verblieben 25 ml Milchmedium mit
einer Inokulationsdosis von 6 + 0,5 log KbE/ml fur die Biofilm-Versuche. Fur die Quantifizierung
der Biofilmmasse auf Edelstanl- und Gummi-Oberflache im  Vergleich und
rasterelektronenmikroskopische  Aufnahmen von Mono-Spezies-Biofilmen wurde eine

Inokulationsdosis von 4 * 0,5 log KbE/ml in 25 ml Milchmedium eingesetzt.
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5.1.3 Bestimmung der Zellzahl mittels Durchflusszytometrie

Die Inokulationsdosis fur die Biofilm-Versuche wurde mithilfe des Durchflusszytometers
FACSCalibur™ (BD Bioscience, USA) und in Anlehnung an das Live/Dead-Assay nach Low et al.
(2020) eingestellt. Intakte Zellen werden hierbei mit dem Nukleinsaure-Farbstoff Syto 13
angefarbt, wobei Propidiumjodid nur in Zellen mit beschéadigter Zellwand eindringen kann. Ein
Flussigkeitssystem fiihrt die angefarbten Zellen in einen laminaren Probenstrom, welcher durch
einen Laserstrahl analysiert wird (Stiefel et al. 2015).

Fur die Anfarbung der Zellen wurde zunéchst eine Farbeldsung (1:4000) angesetzt. Dazu wurden
1 pl Syto 13 (5 mM), 1 pl Propidiumjodid (20 mM) und 4 ml Ringer-Losung (Viertelstark)
miteinander vermischt. Als nachstes wurden Bakterienkultur und CASO-Bouillon zur Biofilm-
Analyse bzw. 100 %iges Milchmedium fur das Fluorescamin-Assay mit Ringer-Losung
(Viertelstark) 1:50 vorverdinnt. AnschlieBend wurden 10 ul der vorverdiinnten Bakterienkultur mit
490 pl der Farbelésung 1:50 verdiinnt, woraufhin eine Inkubation von 10 Minuten bei
Raumtemperatur folgte. Als Blank wurden 10 pl Ringer-Lésung (Viertelstark) und vorverdiinnte
CASO-Bouillon bzw. vorverdinntes 100 %iges Milchmedium mit 490 pl Farbeldsung versetzt und
ebenfalls fir 10 Minuten inkubiert. Zuletzt wurden die Ansatze mittels FACSCalibur™ (BD
Bioscience, USA) analysiert und Lichtsignale durch das elektronische System zuletzt in digitale
Signale umgewandelt. Nach Bearbeitung der Signale am Computer mithilfe der Software
Cellquest Pro™ wurde in Kombination mit vorheriger Kalibrierung mithilfe von Accucheck
Counting Beads und unter Berticksichtigung von Umrechnungs- und Verdinnungsfaktoren die
Zellzahl pro Milliliter berechnet. Frihere Vergleichsuntersuchungen zwischen FACSCalibur™
und kultureller Keimzahlbestimmung ergaben, dass bei der Bestimmung der Zellzahl pro ml von

Pseudomonas spp. auf koloniebildende Einheiten (KbE) pro ml geschlossen werden kann.

5.1.4 Quantifizierung der Biofilmmasse in Mikrotiterplatten

Die Untersuchungen zur Quantifizierung der Biofiimmasse bei der Beurteilung des
Biofilmbildungsvermégens fanden mittels Kristallviolett-Assay in Anlehnung an O'Toole (2011)
statt. Hierbei wurde vorhandene organische Biofiimsubstanz auf der Oberflache mittels
Kristallviolett-Losung angefarbt. Kristallviolett als Farbeldsung eignet sich aufgrund der Bindung
an negativ geladene extrazellulare Molekile, was Zelloberflachenmolekile und Polysaccharide
der extrazellularen Matrix des reifen Biofilms miteinschlief3t (Li et al. 2003).

Nach Einstellen der Inokulationsdosis des jeweiligen Stamms in 10, 50 oder 100 %igem
Milchmedium, wurden 2 x 8 Wells der 96-Well-Mikrotiterplatte aus Kunststoff mittels
Mehrkanalpipette mit 100 pl pro Well pipettiert. Zur Bestimmung des Blank-Wertes wurden
1 x 8 Wells mit 100 pl pro Well des unbeimpften Milchmediums pipettiert. Anschlielend erfolgte

die Inkubation statisch fir 6 Tage bei 6 °C, was zur Anheftung und zum Wachstum der Bakterien
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bis hin zur Bildung eines Biofilms flhren sollte. Nach Abpipettieren der Bakteriensuspension
wurde die 96-Well-Mikrotiterplatte vorsichtig in einer mit Zellstoff ausgelegten Stahlwanne
ausgeklopft und mit 250 pl sterilem Reinstwasser pro Well gewaschen. Dieser Waschschritt
erfolgte zweimal und diente zur Entfernung der nicht gebundenen Zellen. Zur Abtétung und
Fixierung von Zellen im Biofilm, wurden daraufhin 200 pl = 99,9 %iges Methanol pro Well pipettiert
und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgte, wie zuvor beschrieben,
ein zweimaliger Waschschritt. Um vorhandenes Biofilimmaterial photometrisch messen zu
konnen, erfolgte die Anfarbung mittels 5 %iger Kristallviolett-Loésung. Hierfur wurden 125 pl
5 %ige Kristallviolett-Losung pro Well pipettiert und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Zur Entfernung von nicht gebundener Farbeltsung, erfolgte ein dreimaliger Waschschritt. Mit der
Offnung nach unten zeigend und auf einem Papiertuch liegend wurden die 96-Well-
Mikrotiterplatten ohne Deckel fir 2 + 0,5 Stunden unter der Werkbank getrocknet. Anschlie3end
wurden 125 pl 30 %ige Essigsaure pro Kavitat pipettiert und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur
auf einem Wipptisch inkubiert, sodass im Biofilm fixiertes Kristallviolett geldst wurde. Eine
photometrische Auswertung erfolgte durch Messung der Extinktion im Mikroplatten-Reader
SPARK® (TECAN Group Ltd., Schweiz) bei einer Wellenlange von 550 nm.

Die Untersuchungen wurden mindestens dreimal unabhangig voneinander durchgefiihrt und die
Biofilmbildung als Mittelwert der gemessenen Extinktion bei einer Wellenlange von 550 nm

abzlglich des Blank-Wertes (unbeimpftes Milchmedium) dargestellt.

5.1.5 Sterilisation der Edelstahl- und Gummi-Plattchen

Fur die Biofilm-Analysen wurden sterile Plattchen aus rostfreiem Edelstahl (AISI 316-2B; 40 x 20
x 1 mm, Metall-Industriewerk Hofmann GmbH, Deutschland) und lebensmittelechtem Gummi
(EPDM; 40 x 20 x 3 mm, Nord-Industriegummi GmbH & Co. KG, Deutschland) eingesetzt. Die
bei der Rasterelektronenmikroskopie von Biofilmen verwendeten Plattchen betrugen die Mal3e
15 x 10 x 1 bzw. x 3 mm. Edelstahl AISI 316-2B ist fur den Einsatz in der Lebensmittelindustrie
geeignet und kommt daher auch h&ufig in der milchverarbeitenden Industrie vor (Rittal Systems
Ltd. 2021, ISSF 2010), wahrend Gummi aus EPDM als Dichtungsmaterial von Rohren in der
Milchindustrie gelaufig ist (DTS-PRO-SYS GmbH 2021). In Anlehnung an Nguyen und Yuk (2013)
wurden die Edelstahl-Plattchen fur 15 Minuten mit 70 %igem Ethanol (vergéllt) behandelt und
Gummi-Plattchen mit Spullmittel gereinigt. Nach anschlieRendem Abspillen mit Reinstwasser,
erfolgte die Trocknung der Plattchen unter der Werkbank. Zuletzt wurden die Edelstahl-Plattchen
fur 3,5 Stunden im HeiRluft-Sterilisator (Memmert GmbH & Co. KG, Deutschland) bei 160 °C

erhitzt und die Gummi-Plattchen fir 20 Minuten bei 121 °C im Feststoff-Programm autoklaviert.
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5.1.6 Analyse der Biofilmbildung auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache

Die Versuche zur Biofilmbildung auf Edelstahl wurden in 10, 50 oder 100 %igen Milchmedium mit
einer Inokulationsdosis von 6 + 0,5 log KbE/ml durchgefuhrt (s. Material und Methoden 5.1.2),
wohingegen die vergleichenden Untersuchungen zum Biofilmbildungsvermégen auf Edelstahl-
und Gummi-Oberflache in 100 %igem Milchmedium bei einer Inokulationsdosis von
4 + 0,5 log KbE/ml mit k&lteadaptierten Kulturen (s. Material und Methoden 5.2.1) stattfanden.
Nach Zugabe eines Edelstahl- oder Gummi-Plattchens in eine Schraubrohre mit 25 ml beimpften
Milchmedium folgte die statische Inkubation fur 6 Tage bei 6 °C.

5.1.7 Quantifizierung der Biofilmmasse auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache

Modifiziert nach O'Toole (2011) wurde die Biofilmmasse zur Einschétzung des Vermdgens zur
Biofilmbildung auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache in der gleichen Abfolge, wie in Abschnitt
5.1.4 bereits fur die Biofilmbildung in Mikrotiterplatten-Format beschrieben, quantifiziert. Fur die
Handhabung der Plattchen ergaben sich daraus angepasste Volumina-Angaben. Nach erfolgter
Biofilmbildung wurden lose Zellen mit Reinstwasser vorsichtig abgewaschen und die
vorhandenen Biofilm-assoziierten Zellen in 25 ml = 99,9 %igen Methanol fur 15 Minuten fixiert.
Nach erneutem Waschen mit Reinstwasser, erfolgte die Anfarbung der Biofilm-assoziierten
Zellen in 25 ml 5 %iger Kristallviolett-Lésung bei Raumtemperatur fir 15 Minuten. Nicht
gebundene Farbeltsung wurde anschlieBend mit Reinstwasser abgesplilt und die Edelstahl- und
Gummi-Plattchen mit dem angefarbten Biofilm fir 2 £ 0,5 Stunden bei Raumtemperatur unter der
Werkbank getrocknet. AnschlieBend wurde an die Biofilm-Matrix gebundenes Kristallviolett mit
8 ml 30 %iger Essigsaure und einer Inkubation von 15 Minuten auf einem Wipptisch gel6st und
photometrisch quantifiziert. Hierfir wurden 125 pul der Probe in 2 x 8 Wells der 96-Well-
Mikrotiterplatte pipettiert und die Extinktion im Mikroplatten-Reader SPARK® (Tecan Group Ltd.,
Schweiz) bei einer Wellenldnge von 550 nm gemessen.

Als Negativ-Kontrolle (Blank) wurden im Kristallviolett-Assay Edelstahl- und Gummi-Plattchen in
unbeimpftem Milchmedium eingesetzt. Die Versuche wurden mindestens zweimal unabhangig
voneinander durchgefiihrt und die quantifizierte Biofilmmasse als Mittelwert der gemessenen
Extinktion bei einer Wellenlange von 550 nm abziglich des Blank-Wertes dargestellt. Fur die
Vergleichbarkeit der Biofilmmasse auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache wurde die Biofilmmasse

pro cm? berechnet.

32



Material und Methoden

5.1.8 Bestimmung der Keimzahl des Biofilms auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache

Die Keimzahl eines auf Edelstahl- oder Gummi-Plattchen gewachsenen Pseudomonas-Biofilms
wurde in Anlehnung an Ban und Kang (2016) bestimmt. Hierfur wurde ein bewachsenes Plattchen
in 25 ml Ringer-Losung (Viertelstark) mit 3 g Glasperlen (@ 2 mm) Gberfihrt. Daraufhin wurde das
der Biofilm fur eine Minute bei maximaler Geschwindigkeit des Vortexers mechanisch
abgeschlagen und die Keimzahl aus der Ringer-Losung (Viertelstark) mit abgeschlagenem
Biofilm auf CASO-Agar bestimmt. Die kulturelle Keimzahlbestimmung ist 5.1.2 zu entnehmen. Als
Kontrolle wurde die Keimzahl eines Plattchens nach der Inkubation in unbeimpftem Milchmedium
ermittelt.

Die Bestimmung der Biofilm-Keimzahl wurde im Doppelansatz mindestens zweimal unabhangig

voneinander durchgefiihrt und die Mittelwerte der Keimzahlen (log KbE/cm?) berechnet.

5.2 Charakterisierung von Pseudomonas spp. hinsichtlich der Peptidaseaktivitat in
Biofilmen

5.2.1 Bakterienanzucht und Kalteadaption

Die Bakterienanzucht fiir die Analysen zur Charakterisierung der Peptidaseaktivitat von
Pseudomonas spp. sind aus Abschnitt 5.1.1 zu entnehmen. Fir die Kalteadaption der Zellen
wurde zunachst 1 ml der Bakterienkultur bei 8.000 rpm fir 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und
das Pellet in frischem 100 %igen Milchmedium resuspendiert, worauf eine Inkubation fir
24 £+ 1 Stunden bei 6 °C folgte.

5.2.2 Analyse der Peptidaseaktivitat von Pseudomonas spp. auf Magermilch-Agar

Es wurden 10 ul der kalteadaptierten Kultur mittig auf den 1 %igen Magermilch-Agar getropft.
Darauf folgte die Inkubation fiir 6 Tage bei 6 °C zur Lyse des Caseins durch peptidaseaktive
Stamme. Im Anschluss an die Inkubation wurde der Radius bzw. Durchmesser der gewachsenen
Kolonie und im Falle von gespaltenen Milchcasein die Lysezone, welche sich um die Kolonie
gebildet hatte, gemessen.

Das Vorhandensein einer Lysezone um die gewachsene Kolonie fihrte zu einer Kategorisierung
der Pseudomonas-Isolate hinsichtlich der Peptidaseaktivitdt. Der gemessene Radius und
Durchmesser wurde flr zweierlei Auswertungen verwendet: Fir die Berechnung von Ar nach
Maier et al. (2020) und des proteolytischen Index nach Hamdani et al. (2019). Tabelle 6 zeigt

beide Methoden zur Auswertung der Peptidaseaktivitdt auf Magermilch-Agar.
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Tabelle 6: Einteilung der Peptidaseaktivitat in Kategorien nach Maier et al. (2020) und Berechnung des proteolytischen
Index nach Hamdani et al. (2019).

A: Nach Maier et al. (2020) B: Nach Hamdani et al. (2019)
Ar =rLysezone —rKolonie Kategorie Proteolytischer Index =
Ar=0cm Keine @ Lysezone — @ Kolonie
Ocm<Ar<0,2cm Schwach _
0,2cm<Ar<0,5cm Moderat @ Kolonie
0,5cm<Ar<lcm Stark
Ar>1cm Sehr stark

5.2.3 Quantifizierung der Peptidaseaktivitdt von Pseudomonas spp. mittels Fluorescamin-
Assay

5.2.3.1 Aufbau des Fluorescamin-Assays

Die Bakterienanzucht und Kéalteadaption der Zellen erfolgten wie in Abschnitt 5.2.1 beschrieben.
Daran schloss sich die Herstellung des Biofilms an, indem zunachst eine Inokulationsdosis von
4 + 0,5 log KbE/ml mithilfe des Durchflusszytometers FACSCalibur (BD Bioscience, USA) in
100 %igem Milchmedium eingestellt wurde (s. Material und Methoden 5.1.3, 100 %iges
Milchmedium als Blank). Nach Zugabe eines sterilen Edelstahl- oder Gummi-Plattchens in 25 ml
Milchmedium (100 %) erfolgte die statische Inkubation fiir 6 Tage bei 6 °C. Um die
Peptidaseaktivitat pro Zelle zwischen Biofilm-assoziierten und planktonischen Zellen vergleichen
zu kénnen, wurde neben der Fluorescamin-basierten Bestimmung der Peptidaseaktivitat auch
die Keimzahlbestimmung beider Wuchsformen in einem Parallelansatz durchgefiihrt. Die
Untersuchungen zu Biofilm-assoziierten und planktonischen Zellen wurden zweimal unabhangig
voneinander durchgefuhrt. Als Negativ-Kontrolle (= Leerwert/Blank-Wert) durchliefen Edelstahl-
bzw. Gummi-Plattchen in unbeimpften Milchmedium den gesamten Versuchsaufbau. Eine
schematische Ubersicht der Versuchsdurchfiihrung zur Quantifizierung der Peptidaseaktivitét

Biofilm-assoziierter und planktonischer Zellen ist in Abbildung 2 dargestellt.

5.2.3.1 a) Biofilm-assoziierte Zellen: Bestimmung der Keimzahl und der Peptidaseaktivitat

Nach der Inkubation wurde die Keimzahl des Biofilms mittels Glasperlen-Methode (s. Material
und Methoden 5.1.8) bestimmt. Fir die Messung der Peptidaseaktivitat von Biofilm-assoziierten
Zellen wurde ein weiteres mit Biofilm bewachsenes Edelstahl- oder Gummi-Plattchen mit sterilem
Reinstwasser gespult und in 25 ml unbeimpftes 100 %iges Milchmedium Uberfiihrt. Die Casein-

Spaltung durch die im Biofilm vorhandenen Peptidasen erfolgte wahrend der Inkubation fir
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24 + 1 Stunden bei 20 °C. Nach der Inkubation wurden 500 pl Probe fur das Fluorescamin-Assay

eingesetzt (s. Material und Methoden 5.2.3.3).

5.2.3.1 b) Planktonische Zellen: Bestimmung der Keimzahl und der Peptidaseaktivitat

Zur Keimzahlbestimmung der planktonischen Zellen aus dem Umgebungsmedium wurden 4,5 mli
Suspension zunachst bei 8.000 rpm fur 5 Minuten bei Raumtemperatur abzentrifugiert und das
Pellet in 4,5 ml unbeimpften 100 %igem Milchmedium resuspendiert. Anschlieend wurde 1 ml
fur die Keimzahlbestimmung (s. Material und Methoden 5.1.2) abgenommen und die
verbliebenen 3,5 ml fur die Casein-Spaltung fur 24 £ 1 Stunden bei 20 °C inkubiert. Nach der
Inkubation wurden aus dieser Suspension 500 pl Probe in das Fluorescamin-Assay uberfihrt.

5.2.3.2 Erstellen einer Standardreihe mit Leucylglycin fur das Fluorescamin-Assay

Zur Konzentrationsbestimmung der untersuchten Proben im Mikroplatten-Reader SPARK®
(Tecan Group Ltd., Schweiz), wurde eine Standardreihe mit dem Dipeptid Leucylglycin in
bekannten Konzentrationen verwendet. Hierfir wurde eine 10 mM Stockldsung aus Leucylglycin
in Phosphatpuffer (pH 8,0; 0,1 M) angesetzt und anschlieBend Verdinnungen in den
Konzentrationen 0,5 mM, 0,25 mM, 0,125 mM und 0,0625 mM hergestellt. Die anhand des
Standards ermittelte Peptidaseaktivitat der Proben wurden in der Einheit Aquivalente Leucylglycin
pro mmol/l Milch angegeben.

Die Leucylglycin-Standardreihe aus den genannten Konzentrationen wurde bei jeder Messung
im Mikroplatten-Reader SPARK® (Tecan Group Ltd., Schweiz) mitbestimmt.

5.2.3.3 Durchfuhrung des Fluorescamin-Assays

In Anlehnung an Stoeckel et al. (2016) wurde fur die Fallung von nicht gespaltenen Milchprotein
500 ul Probe und 500 ul 24 %ige Trichloressigsaure im 1:1-Verhaltnis mittels Vortexer vermischt
und fir eine Stunde bei 22 °C inkubiert. Durch Zentrifugation bei 13.000 rpm fir 15 Minuten
verblieben freie, losliche Spaltpeptide im Uberstand. Nach Filtration von 1 ml Uberstand mittels
0,45 um Filters wurden 600 pl Phosphatpuffer (pH 8,0; 0,1 M) und 20 pl Filtrat, oder 20 pl
Leucylglycin/ -Verdiinnungen als Standard, vermischt und nach Zugabe von 200 ul Fluorescamin-
Ldsung erneut vermischt und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit lagerte
sich das Fluorescamin an Spaltpeptide an. Nach Pipettieren von 200 ul der Suspension pro Well
in schwarze 96-Well-Mikrotiterplatten, erfolgte nach exakt 20 Minuten nach Zugabe der
Fluorescamin-Lésung zum Proben-Gemisch die Messung im Mikroplatten-Reader SPARK®
(Tecan Group Ltd., Schweiz) bei einer Exzitation von 350 nm und einer Emission von 460 nm.

Mithilfe der Daten-Analysesoftware Magellan™ und unter Einbezug der Einheit der
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Standardkurve wurden die Fluoreszenzwerte in Aquivalente Leucylglycin mmol/l Milch abgelesen.
Fur die Auswertung der Ergebnisse wurden die gemessenen Werte in die Einheit Femtokatal pro
koloniebildende Einheit (fkat/KbE, s. Material und Methoden 5.2.3.4) umgerechnet.

5.2.3.4 Umrechnung auf Femtokatal pro koloniebildende Einheit

Es erfolgte die Umrechnung der Werte aus der Einheit Aquivalente Leucylglycin mmol pro | in die
SI-Einheit der katalytischen Aktivitat Femtokatal. Um einen Vergleich zwischen Biofilm-
assoziierten und planktonischen Zellen anzustellen, wurde der Quotient der Peptidaseaktivitat
(Femtokatal) und der jeweiligen Keimzahl (koloniebildende Einheit) ermittelt, sodass die
ermittelten Ergebnisse zur Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter und planktonischer Zellen in
Femtokatal (fkat) pro koloniebildende Einheit (KbE) gegeniibergestellt werden konnten.
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5.3 Rasterelektronenmikroskopie (REM) von Biofilmen

5.3.1 Anlegen des Biofilms

Fur rasterelektronenmikroskopische  Aufnahmen von  Mono-Spezies-Biofilmen  von
Pseudomonas spp. wurden Edelstahl-Plattchen in 100 %igem Milchmedium mit einer
Inokulationsdosis von 4 + 0,5 log KbE/ml (s. Material und Methoden 5.1.2) inkubiert. Fir die REM-
Analysen von Multi-Spezies-Biofilmen wurde tagesfrische Rohmilch von einer ,Milch-Tankstelle*
in Schleswig-Holstein verwendet. Die Inkubation fur die Mono- und Multi-Spezies-Biofilme
erfolgte in je 25 ml Medium (100 %iges Milchmedium bzw. Rohmilch) auf Edelstahl- und Gummi-
Plattchen fir 6 Tage bei je 6 °C. Rohmilch-assoziierte Multi-Spezies-Biofilme wurden zusatzlich
bei 20 °C inkubiert und die Biofilm-Keimzahl mittels Glasperlen-Methode bestimmt (s. Material
und Methoden 5.3.3).

5.3.2 Praparation und Versand der Proben fir die REM-Analytik

Fur die REM-Aufnahmen am Institut fur Lebensmittel- und Verfahrenstechnik (LBV) des
Max Rubner-Instituts erfolgten die Fixierung und Entwasserung des Biofilmmaterials auf den
Plattchen in Anlehnung an Danylec et al. (2018). Hierfur wurde eine Fixierlosung hergestellt,
dessen Zusammensetzung aus Tabelle 3 zu entnehmen ist. Nach der Ausbildung des Biofilms
(s. Material und Methoden 5.3.1) wurden die Plattchen in je 50 ml Fixierlosung fir 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin folgte ein Waschschritt in 16 ml 0,1 M Natrium-Phosphat-
Puffer und zweimal in 16 ml sterilem Reinstwasser. AnschlieRend erfolgte die Entwasserung des
fixierten Biofilms mittels Ethanol-Reihe (25, 50, 75, 90 und = 99,9 %, unvergallt). Hierbei wurden
die einzelnen Pléattchen fir je 30 Minuten in 16 ml Ethanol mit aufsteigender Konzentration
inkubiert, wobei zweimal mit 2 99,9 %igem Ethanol behandelt wurde. Nach dem Versand der
fixierten und entwasserten Plattchen an das Institut LBV, erfolgte dort die Trocknung der Biofilme
auf Edelstahl-Plattchen mittels der Kritisch-Punkt-Apparatur CPD 030 (Bal-Tec AG,
Liechtenstein). Die getrockneten Proben wurden jeweils mit leitfahigem Kohlenstoffkleber
(Leitpaste-C-Paste) auf einen Stiftprobenteller aus Aluminium geklebt, tber Nacht getrocknet und
30 Sekunden lang mit Platin besputtert (Quorum Technologies Ltd, UK). Fur Biofilme auf Gummi-
Plattchen wurde ein anderes Trocknungsverfahren angewandt, da das Gummi-Material aufgrund
seiner Porositat wahrend der Trocknung mittels Kritisch-Punkt-Apparatur nicht stabil genug wéare
und sich aufblahen wirde. Stattdessen wurden die Gummi-Plattchen nach der Ethanol-Reihe mit
4 ml Hexamethyldisilazan (HDSM) als Trocknungsmittel fir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlieend wurde das HDSM abpipettiert und die Proben 2 Stunden im Abzug
getrocknet. Zuletzt wurden die Gummi-Plattchen ebenfalls mit Leit-C-Paste aufgeklebt und
zusatzlich an den Randern mit Kupfer-Klebeband fixiert, um die Leitfahigkeit der Probe wahrend

der REM-Analyse besser zu gewahrleisten. Vor dem Besputtern wurden die Proben unter
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standiger Luftzufuhr Gber Nacht im Abzug getrocknet. Die Aufnahmen der Biofilme auf Edelstahl-
und Gummi-Oberflache erfolgten mit dem Everhart-Thornley-Detektor im Feldemissions-
Rasterelektronenmikroskop Quanta™ 250 FEG (FEI, Tschechische Republik) mit einer

Beschleunigungsspannung von 10 kV unter Hochvakuumbedingungen.

5.3.3 Keimzahlbestimmungen von Rohmilch-assoziierten Multi-Spezies-Biofilmen

Die Zusammensetzung der Biofilme in Abhangigkeit von Materialart und Inkubationstemperatur
wurde neben der rasterelektronenmikroskopischen Analyse zusatzlich anhand kultureller
Keimzahlbestimmungen auf Selektivhahrbdden und Plate-Count-Agar fir den Gesamtkeimgehalt
untersucht. Es wurden Nahrbéden mit selektivem Wachstum fir Pseudomonas spp.,
Enterobacteriaceae, Escherichia coli sowie Hefen und Schimmel ausgewahlt. In Vorbereitung
wurden die Plattchen mittels Glasperlen-Methode behandelt und die Keimzahl der
abgeschlagenen Biofilme bestimmt (s. Material und Methoden 5.1.8). Die Inkubationszeiten und
-temperaturen der eingesetzten Nahrbdden sind Tabelle 7 zu entnehmen.

Tabelle 7: Inkubationsbedingungen von Plate-Count-Agar und ausgewahlten Selektivndhrbéden zur Analytik von
Rohmilch-assoziierten Multi-Spezies-Biofilmen.

Gruppe von Nahrboden Inkubationszeit Inkubations-

Mikroorganismen temperatur

Gesamtheit der Plate-Count (PC) Agar 48 bis 72 Stunden 30°C

aeroben, mesophilen

Keime

Pseudomonas spp. Cephalothin-Fusidinsaure-Cetrimid 48 Stunden 25°C
(CFC) Agar

Enterobacteriaceae Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose 72 Stunden 30°C
(VRBD) Agar

Escherichia coli Trypton-Galle-x-Glucuronid (TBX) Agar 18 bis 24 Stunden 41,5 °C

Hefen und Schimmel Hefeextrakt-Glucose-Chloramphenicol 3und 5 Tage 25°C
(YGC) Agar

Die Bestimmung der Biofilm-Keimzahl nach 6-tagiger Inkubation bei 6 °C wurde im Doppelansatz
durchgefihrt und die Mittelwerte der Keimzahlen (log KbE/cm?) berechnet. Der Keimgehalt der

eingesetzten Rohmilch an Tag 0 wurde einmalig bestimmt (log KbE/ml).

39



Material und Methoden

6 Statistische Auswertungen

Die Analyse von signifikanten Unterschieden zwischen hofseitigen Einflussfaktoren auf die
Pseudomonas- bzw. Gesamtkeimzahl in Rohmilch erfolgte wie bei Alanis et al. (2021) zun&chst
mittels Kruskal-Wallis-Test. Fir anschlieBende Mehrfachvergleiche wurde der Dunn’s Test mit
Bonferroni Korrektur als Post-Hoc-Test angewandt. Die Extinktionswerte aus dem Kristallviolett-
Assay in Mikrotiterplatten und auf Edelstahl- und Gummi-Plattchen sowie Ergebnisse der
guantifizierten Peptidaseaktivitdt Biofilm-assoziierter und planktonischer Zellen mittels
Fluorescamin-Assay wurden wie bei Sindi et al. (2019) und Pipattanachat et al. (2021) mittels
ANOVA (einfaktorieller Varianzanalyse) analysiert, gefolgt von Tukey-HSD-Post-Hoc-Test
(paarweiser Vergleich). Die statistischen Auswertungen wurden mithilfe des Statistikprogramms
JMP® durchgefihrt, wobei p-Werte signifikante (*; p < 0,05) und hoch signifikante (**; p < 0,01)

Unterschiede aufzeigten (Gerstman 2015).
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Ergebnisse

1 Bestimmung der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in
Rohmilch

1.1 Analyse des Zusammenhangs zwischen hofseitigen Einflussfaktoren und
Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch

1.1.1 Auswertung der Fragebdgen mit hofspezifischen Informationen

In Tabelle 8 sind die abgefragten hofspezifischen Parameter der 38 Erzeugerhofe in absoluten
und relativen Zahlen (in %) dargestellt. Von den beprobten Betrieben waren 73,7 %
konventionelle und 26,3 % 6kologische Milcherzeuger. Bei 94,8 % der Betriebe erfolgte eine 2-
tagige Abholung der Rohmilch und 68,4 % der Erzeuger nutzten einen manuellen Melkstand. Den
Angaben zu Folge wurde das Melksystem am haufigsten mit 76,3 % Uber die Zirkulation von
Saure und Lauge (ca. 60 °C) gereinigt. Mit 94,8 % dominierte die Milchstapelung im Tank, wobei
mit 50,0 % die Durchlaufkiihlung von Rohmilch Gberwog. Die meisten Hofe bevorzugten fiir die
Euterhygiene eine Trockenreinigung (39,4 %), gefolgt von der automatischen Reinigung mittels
Burste des Melkroboters (23,7 %). Das Milchvieh wurde bei 68,5 % aller Héfe ausschlief3lich im
Laufstall gehalten, wobei 28,9 % der Erzeugerhtfe eine Kombination aus Laufstall- und
Weidehaltung angaben. Das Wasser erhielten 81,6 % aller Hofe Uber ihren kommunalen

Wasserversorger und 10,5 % Uber einen eigenen Brunnen.

Tabelle 8: Auswertung der hofspezifischen Parameter nach Abfrage der 38 beprobten Erzeugerhéfe zur Analyse des
Zusammenhangs zwischen hofseitigen Einflussfaktoren und Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch. Die haufigste
Nennung ist unterstrichen.

- . Absolute Relative
Hofparameter / Moglicher Einflussfaktor Hof-Anzahl Hof-Anzahl (in %)
Art des Betriebes
Konventionell 28 73,7
Okologisch 10 26,3
Intervall der Milchabholung
Taglich 2 52
Zweitégig 36 94,8
Melksystem
Manueller Melkstand 26 68,4
Melkroboter 9 23,7
Rohrmelkanlage 3 7,9

Spulsystem Melkstand
Kaltwasser, ca. 40 °C per Hand 1
HeilRwasser > 70 °C 7
Zirkulation Saure/Lauge, ca. 60 °C 29 76,3
Zirkulation Séaure/Lauge + HeiBwasser 1
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Fortsetzung Tabelle 8

- . Absolute Relative
Hofparameter / Moglicher Einflussfaktor Hof-Anzahl Hof-Anzahl (in %)
Milchstapelung
Wanne 1 2,6
Tank 36 94,8
Wanne + Tank 1 2,6
Kihlung
Durchlauf 19 50,0
Im Tank 15 39,5
Durchlauf + im Tank 4 10,5
Euterhygiene
Trocken (z. B. mit Holzwolle) 15 39,4
Einwegttcher (feucht) 8 211
Waschbare Tiicher (feucht) 6 15,8
Birste Melkroboter 9 23,7
Tierhaltung
Laufstall 26 68,5
Anbindestall + Weide 1 2,6
Laufstall + Weide 11 28,9
Wasserversorgung
Eigener Brunnen 4 10,5
Kommunaler Wasserversorger 31 81,6
Eigener Brunnen und kommunaler Wasserversorger 3 7,9
Liefermenge pro Jahr (Liter)
50.000 — 100.000 3 7,9
100.000 - 1.000.000 14 36,8
1.000.000 — 5.090.250 21 55.3
Im Durchschnitt: 1.343.643
Gesamtkeimzahl @ 12 Monate (Zellen/ml)
6.000 — 10.000 12 31,6
10.000 — 30.000 18 474
30.000 — 70.000 8 21,0
Im Durchschnitt: 20.684
Somatische Zellzahl @ 12 Monate (Zellen/ml)
85.000 — 100.000 2 5,3
100.000 - 200.000 15 39,5
200.000 — 350.000 21 55,2

Im Durchschnitt: 213.421

Die durchschnittliche Liefermenge von Rohmilch pro Jahr betrug bei den beprobten
Erzeugerhtfen 1.343.643 Liter (Min.: 50.000 I, Max.: 5.090.250 [). Die durchschnittliche
Gesamtkeimzahl aller Hofe Gber 12 Monate lagen bei 20.684 Zellen/ml (Min.: 6.000 Zellen/ml,
Max.: 70.000 Zellen/ml) und die durchschnittliche somatische Zellzahl bei 213.421 Zellen/ml
(Min.: 85.000 Zellen/ml, Max.: 350.000 Zellen/ml).

1.1.2 Analyse durchschnittlicher Keimzahlen in Rohmilch

Die Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen von 521 bzw. 519 Rohmilchproben der

38 Erzeugerhdfe sind in Abbildung 3 dargestellt. Es wurden Pseudomonas-Keimzahlen zwischen
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1,4 und Uber 6,7 log KbE/ml ermittelt. Der Mittelwert lag bei 3,4 £ 1,3 log KbE/ml und somit etwas
hoher als der Median (3,1 log KbE/ml). Die Gesamtkeimzahlen schwankten zwischen
3,3und 7,1 log KbE/ml, wobei der Mittelwert bei 4,7 + 0,6 log KbE/ml und der Median bei
4,6 log KbE/ml lag.

N I R *LE = > B B o ¢

Keimzahl (log KbE/ml)

1
0

[ Pseudomonas-Keimzahl
[[] Gesamtkeimzahl

Abbildung 3: Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen (log KbE/ml) der Rohmilchproben von insgesamt
38 Erzeugerhofen, ermittelt per kultureller Keimzahlbestimmung (Pseudomonas-Keimzahl, n = 521) und mittels
BactoCounts (Gesamtkeimzahl, n = 519).

Bei 31,7 % (165/521) der untersuchten Proben lagen die Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch
am haufigsten zwischen 2 und 3 log KbE/ml, gefolgt von Pseudomonas-Gehalten zwischen 3 und
4 log KbE/ml bei 27,2 % (142/521) aller Proben. Pseudomonas-Keimzahlen zwischen 4 und 5 log
KbE/ml wurden bei 17,5 % (91/521) der Rohmilchproben ermittelt, wahrend 11,3 % (59/521) der
Proben unter 2 log KbE/ml lagen. Bei 6,5 % (34/521) aller Proben lagen die Pseudomonas-
Gehalte zwischen 5 und 6 log KbE/ml und bei 5,8 % (30/521) der Rohmilchproben Uber
6 log KbE/ml. Als Schwellenwert fur einen hohen Pseudomonas-Gehalt in Rohmilch wurde das
80. Perzentil der Daten (4,2 log KbE/ml) definiert. Demnach wiesen 21,3 % (111/521) aller Proben
Pseudomonas-Keimzahlen von = 4,2 log KbE/ml auf. Hinsichtlich der Gesamtkeimzahlen lagen
70,7 % (367/519) aller Rohmilchproben zwischen 4 und 5 log KbE/ml, gefolgt von 20,6 %
(107/519) der Proben mit Keimzahlen zwischen 5 und 6 log KbE/ml. Bei 6,0 % (31/519) der
untersuchten Proben wurden Gesamtkeimgehalte Uber 6 log KbE/ml in Rohmilch ermittelt und
bei 2,7 % (14/519) aller Proben Gesamtkeimzahlen zwischen 3 und 4 log KbE/ml.

1.1.3 Identifikation potentieller Einflussfaktoren auf die Pseudomonas-Keimzahl in Rohmilch

Fur die Identifikation moglicher hofspezifischer Einflussfaktoren auf die Pseudomonas-Keimzahl
in Rohmilch wurden die per Fragebogen abgefragten Parameter in Zusammenhang mit den
Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen gebracht. Die Analysen ergaben in Abhangigkeit der

Parameter ,Produktionsart®, ,Spulsystem des Melkstands®, ,Milchstapelung®, ,Rohmilch-
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Kuhlung®, ,Tierhaltung® und ,Wasserversorgung® signifikante Unterschiede hinsichtlich der
Pseudomonas- und/oder Gesamtkeimzahlen. Die Ergebnisse dazu sind in Abbildung 4 (A-F)
dargestellt.

Bei den konventionell betriebenen Erzeugerhéfen wurden signifikant héhere Pseudomonas- und
Gesamtkeimzahlen im Vergleich zu Betrieben mit 6kologischer Milchgewinnung ermittelt
(Abbildung 4, A). Dabei lagen 26,6 % der Rohmilchproben der konventionellen Betriebe iber dem
Pseudomonas-Schwellenwert von 4,2 log KbE/ml, bei den 6kologischen Milcherzeugern waren
es lediglich 4,6 % aller Rohmilchproben.

Die Analyse der unterschiedlichen Spulsystemen zur Reinigung des Melkstands ergab signifikant
hohere Pseudomonas-Keimzahlen bei Hofen mit einer Saure/Lauge-Zirkulation im Vergleich zu
Betrieben, die mit Heil3- oder Kaltwasser bzw. mittels Kombination aus Hei3wasser und
Saure/Laugen-Zirkulation reinigten (Abbildung 4, B). Mit 22,5 % aller Rohmilchproben bei Héfen
mit Saure/Lauge-Zirkulation wurden am haufigsten Pseudomonas-Gehalte Uber dem
Schwellenwert von 4,2 log KbE/ml ermittelt. Dabei muss beachtet werden, dass es sich jeweils
um einen Erzeugerhof handelt, der Kaltwasser (ca. 40 °C per Hand) bzw. kombiniert aus
zirkulierender Saure/Lauge und HeiBwasser zur Reinigung des Melkstands einsetzt. Aus diesem
Grund sind die signifikanten Unterschiede zu einmalig genannten Reinigungsarten des
Melkstands als vernachlassigbar anzusehen.

Die Untersuchungen zu den verschiedenen Arten der Milchstapelung ergaben signifikant hdhere
Pseudomonas-Keimzahlen bei Hofen mit Tank im Vergleich zu H6fen mit Wanne oder mit Tank-
Wannen-Kombination, wobei 21,4 % der Proben von Hoéfen mit Tank zur Milchstapelung
Pseudomonas-Keimzahlen tber dem Schwellenwert von 4,2 log KbE/ml aufwiesen (Abbildung 4,
C). Zudem ergab die Auswertung signifikant hthere Gesamtkeimzahlen bei Héfen mit Tank im
Vergleich zu Héfen mit Wanne zur Milchstapelung (Abbildung 4, C). Die ermittelten signifikanten
Unterschiede sind ebenso zu vernachlassigen, da es sich um je einen Erzeugerhof handelt, der
mittels Wanne bzw. einer Kombination aus Wanne und Tank die Milchstapelung durchfihrt.

Die Analyse zu den verschiedenen Arten der Rohmilch-Kihlung ergab signifikant hdhere
Pseudomonas-Keimzahlen bei Hofen mit Durchlauf- oder Tankkihlung im Vergleich zu Héfen mit
einer kombinierten Durchlauf- und Tankkihlung (Abbildung 4, D). Mit 23,6 % und 20,7 % lagen
die untersuchten Proben am haufigsten bei Erzeugerhéfen mit Tank- oder Durchlaufkiihlung Gber
dem Pseudomonas-Schwellenwert von 4,2 log KbE/ml. In Bezug zur Tierhaltung ergaben die
Untersuchungen signifikant héhere Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen bei Hofen mit
Tierhaltung im Laufstall im Vergleich zu Hofen mit kombinierter Laufstall- und Weidehaltung
(Abbildung 4, E). Auch wurden signifikant h6here Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen bei
Hofen, die das Milchvieh kombiniert im Anbindestall und auf der Weide hielten, im Vergleich zu
Hofen mit kombinierter Laufstall- und Weidehaltung, ermittelt. Dabei sind signifikant hohere

Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen hinsichtlich der Tierhaltung durch Kombination von
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Abbildung 4: Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen (log KbE/ml) von 521 bzw. 519 Rohmilchproben der
38 Erzeugerhéfen in Abhangigkeit der Produktionsart (A), des Spiilsystems des Melkstands (B), der Milchstapelung
(C), der Rohmilch-Kiihlung (D), der Tierhaltung (E) und der Wasserversorgung (F) mit signifikanten Unterschieden;
*p <0,05 **p 0,01 (Dunn's Test mit Bonferroni Korrektur). Je Parameter folgt hinter der Anzahl der untersuchten
Proben (n) die Hofanzahl in Klammer. Signifikante Unterschiede mit gestrichelter Klammer sind zu vernachlassigen.
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Anbindestall und Weide aufgrund eines einzigen Erzeugers, der diese Art der Tierhaltung
betreibt, zu vernachlassigen. Mit Uber einem Drittel (33,3%) der untersuchten Rohmilchproben
lagen die Pseudomonas-Keimzahlen bei Hofen mit kombinierter Tierhaltung aus Anbindestall und
Weide Uber dem Schwellenwert von 4,2 log KbE/ml.

Zu den verschiedenen Arten der Wasserversorgung ergaben die Analysen signifikant héhere
Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen bei Hofen mit einer kommunalen Wasserversorgung im
Vergleich zu Hofen mit einem eigenen Brunnen und Hoéfen mit einer kombinierten Brunnen- und
kommunalen Wasserversorgung (Abbildung 4, F). Insgesamt lagen 23,7 % aller Rohmilchproben
der Hofe mit kommunaler Wasserversorgung Uber dem Pseudomonas-Schwellenwert von 4,2 log
KbE/ml.

In Abhéngigkeit zur Jahreszeit und der Parameter ,Abholungsintervall®, ,Melksystem® und
,Euterhygiene“ ergaben die Analysen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen (Abbildung 5, A-D). In Bezug zur Jahreszeit lagen 23,8 %
aller in den Wintermonaten gezogenen Rohmilchproben tiber dem Pseudomonas-Schwellenwert
von 4,2 log KbE/ml, gefolgt von den Friihlings-Proben mit 22,7 %, Herbst- (18,6 %) und Sommer-
Proben (16,8 %). Bei 23,1 % und 20,0 % aller Rohmilchproben bei Hofen mit taglicher und
zweitagiger Milchabholung wurden Pseudomonas-Keimzahlen Uber 4,2 log KbE/ml ermittelt.
Beziehend auf die verschiedenen Arten an Melksystemen wurden bei Betrieben mit Melkroboter
bei 26,0 % aller Rohmilchproben Pseudomonas-Keimzahlen Uber 4,2 log KbE/ml gemessen,
gefolgt von Hofen mit manuellem Melkstand (19,1 %) und mit Rohrmelkanlage (11,9 %). Bei
Hofen, welche die Euter mittels Birste des Melkroboters reinigen lie3en, lagen 26,0 % aller
Rohmilchproben tber einem Pseudomonas-Gehalt von 4,2 log KbE/ml. Bei Hofen mit trockener
Euterhygiene lagen 23,7 % Uber dem Schwellenwert, gefolgt von H6fen mit Nutzung von Einweg-
(17,4 %) oder waschbaren Tucher (7,1 %).
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Abbildung 5: Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen (log KbE/ml) von 521 bzw. 519 Rohmilchproben von
38 Erzeugerhdfen in Abhangigkeit zur Jahreszeit (A), des Abholungsintervalls (B), des Melksystems (C) und der
Euterhygiene (D) ohne signifikante Unterschiede. Je Parameter folgt hinter der Anzahl der untersuchten Proben (n) die
Hofanzahl in Klammer.
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1.2 Identifikation der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in Rohmilch
1.2.1 Auswahl der Erzeugerhofe

Ein Uberblick zu durchschnittlichen Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch, Produktionsart und

Melksystem der beprobten 8 Erzeugerhdfe ist in Abbildung 6 dargestellt.

Hofe Produktionsart Melksystem

E 6 H1 Konventionell Melkroboter
Eﬂ 5 H2 Konventionell Man. Melkstand
% 4 H3 Konventionell Man. Melkstand
% 3 H4 Konventionell Man. Melkstand

§ 2 H5 Okologisch Melkroboter
§ 1 I H6 Okologisch Man. Melkstand
0 H7 Okologisch Man. Melkstand

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H8 Konventionell Melkroboter

Hofe

Abbildung 6: Durchschnittliche Pseudomonas-Keimzahlen der analysierten Rohmilch, Produktionsart und Melksystem
der 8 beprobten Hoéfe (H1-H8) zur Identifikation der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. auf den Héfen in die
Rohmilch.

Aufgrund der durchschnittlichen Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch zwischen 4,26 und
5,04 log KbE/mI zahlen die Hofe H1 bis H4 zu den Pseudomonas-auffalligen Hofen. Bei den
Hofen H5 bis H8 wurden durchschnittliche Pseudomonas-Keimzahlen zwischen 2,11 und
3,33 log KbE/ml in Rohmilch erfasst. Insgesamt waren 5 von 8 (62,5 %) der beprobten
Erzeugerhdéfe konventionelle Betriebe. Uber ein Drittel (37,5 %) der beprobten Hofe produzierten
Okologisch. Zwei unterschiedliche Melksysteme waren im Rahmen der Hofbegehungen vertreten:
der manuelle (Man.) Melkstand (62,5 %) und der Melkroboter (37,5 %). Hof 8 bestand aus zwei
Betriebsstatten, welche beide im Rahmen der Begehungen bertcksichtigt wurden (A und B).

1.2.2 Analyse der Pseudomonas-Keimzahlen potentieller Eintragswege

Die Ergebnisse zur Bestimmung der Pseudomonas-Keimzahl (log KbE/cm? bzw. ml)
unterschiedlicher Probenahmestellen im Rahmen der 8 Hofbegehungen sind in Abbildung 7 als
Heat Map dargestellt. Die Kategorisierung erschlie3t sich aus der folgenden Farbgebung:
Grun = Pseudomonas-Keimzahlen unter 2 log KbE/cm? bzw. ml, gelb = Pseudomonas-
Keimzahlen zwischen 2 und 4 log KbE/cm? bzw. ml, rot = Pseudomonas-Keimzahlen tber 4 log
KbE/cm? bzw. ml. Bei Pseudomonas-auffalligen Hofen (H1 bis H4) waren in Rohmilch
Pseudomonas-Keimzahlen zwischen 2,60 und 4,45 log KbE/ml nachweisbar, wohingegen bei
Pseudomonas-unauffalligen Hofen (H5 bis H8B) Keimgehalte zwischen 2,33 und 5,75 log KbE/ml

gemessen wurden. Im Bereich ,Rohmilchtank® lagen bei Pseudomonas-unauffalligen Hofen 5,5-
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mal haufiger Pseudomonas-Keimzahlen tber 4 log KbE/cm? im Vergleich zu Pseudomonas-
auffalligen Hofen. Dabei lagen der Mittelwert flr diesen Bereich bei Pseudomonas-unauffalligen
Hofen mit 3,77 log KbE/cm? Uber jenem der Pseudomonas-auffaligen Hofen mit
1,23 log KbE/cm?. Insbesondere am Zapfhahn (H5, H7), an der Dichtung des Zapfhahns (H5,
H7), an der Offnung des Entlifters am Rohmilchtank (H6) sowie am Entluftungsdeckel (H6) waren
Pseudomonas-Werte Uber 6 log KbE/cm? nachzuweisen. Der Bereich ,Melkanlage“ war bei den
Pseudomonas-unauffalligen Hofen vereinzelt mit Keimzahlen tber 2 log KbE/cm? héher belastet
als bei den Pseudomonas-auffalligen Hofen. So wurden bspw. am Milchabscheider und an
dessen Deckel Pseudomonas-Keimzahlen zwischen 2,75 und 3,73 log KbE/cm? ermittelt. Jedoch
wurden bei allen Hofen Pseudomonas-Keimzahlen, mit Ausnahme von Hof H7, tiber 6 log KbE/ml
im Milchfilter nachgewiesen. Mit 7,93 log KbE/ml wurde beim Erzeugerhof H3 der héchste
Pseudomonas-Gehalt im Milchfilter gemessen. Im Bereich ,Melkzeug® wurden bei Hof H3 und H4
an der Halterung der Zitzenbecher Pseudomonas-Keimzahlen tber 4 log KbE/cm? ermittelt,
wohingegen bei Hof H6 ein Pseudomonas-Gehalt von 5,65 log KbE/cm? an der Dichtung des
Sammelstiicks des Melkzeugs nachgewiesen wurde.

Zudem waren die Utensilien zur Zitzenreinigung bei Pseudomonas-unauffalligen Hoéfen mit
Pseudomonas-Werten von 5,26 log KbE/cm? (H8A) und 5,28 log KbE/ml (H6) hoher belastet. Der
Eintrag von Pseudomonas spp. in die Rohmilch Giber das Wasser (Kalt-/Warmwasser der Tank-/
Melksystemreinigung) konnte anhand der ermittelten Pseudomonas-Werte von maximal
1 log KbE/ml (H7, Kaltwasser der Melksystemreinigung) im Rahmen der 8 Hofbegehungen
ausgeschlossen werden. Allerdings wurden im Wasser der Nachspuilung des Melksystems bei
den Hofen H2, H4 und H7 Pseudomonas-Keimzahlen zwischen 2,43 und 4,46 log KbE/mI

ermittelt.
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Bereich Probenahmestelle Pseudomonas-aufféllige Héfe | Pseudomonas-unaufféllige Héfe
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8A HS8B
Rohmilch? - 2,83 2,87 445 260 | 233 280 575 3,36 -
Zapfhahn 0,00 0,00 0,00 2,68 6,06 3,62 7,9 3,17 0,00
Deckel Zapfhahn 0,00 - - - 4,30 - - - -
. Dichtung Zapfhahn - 0,00 238 2,83 | 643 362 7,26 192 4,26
Rotgr:l'(lfh' Tankdeckel 000 000 000 476 | - 38 279 000 -
Dichtung Tankdeckel 0,00 0,00 2,89 3,62 - 4,90 5,01 0,00 -
Offnung Entliiftung - - - - - 7,09 1,83 0,00 0,00
Entliftungsdeckel 0,00 0,00 - 4,27 | 1,48 7,20 581 - -
Rohr Milchzufuhr 0,00 - 0,00 1,18 | 0,00 0,00 1,57 - -
Halterung Rohr Milchzufuhr 0,00 - 0,88 1,18 | 2,23 0,00 1,48 - -
Melk- Milchabscheider - - 0,00 0,00 | 1,00 0,00 2,75 - 3,73
anlage® Deckel Milchabscheider 0,00 - 469 244 | 3,04 - - - -
Milchfilterd 4,58 4,89 793 4,01 | 500 411 379 526 5,89
Halterung Milchfilter 0,00 0,00 0,00 1,88 | 259 0,00 0,00 411 -
Sammelstiick Melkzeug 0,00 - 0,00 088 | 1,48 0,00 0,00 - -
Dichtung Sammelstiick Melkzeug 3,21 - - - 0,00 565 1,72 - -
MelkzeugP Zitzenbecher 0,00 0,00 0,00 000 [ 211 0,00 0,00 0,00 0,00
Halterung Zitzenbecher 2,57 1,18 511 464 | 230 000 363 1,72 148
Reinigungsutensilien Zitze®® - - 0,002 - - 5,28% 2,00° 5,26 0,00°
Kaltwasser Tankreinigung 0,00 0,00 - 0,00 | 0,00 0,00 - - 0,00
Warmwasser Tankreinigung 0,00 0,00 - 0,00 | 0,70 0,00 - - 0,00
Wasser? Kaltwasser Melksystemreinigung 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 1,00 - 0,00
Warmwasser Melksystemreinigung | 0,00 0,00 0,00 0,70 | 0,00 0,00 000 - -
Wasser Nachspilung Melksystem - 4,46 - 2,57 | 0,00 0,00 243 - -

Abbildung 7: Darstellung der Ergebnisse der Hofbegehungen der Pseudomonas-Keimzahlen (log KbE/cm? bzw. ml) je
Hof und je Probenahmestelle als Heat Map. Die Keimzahlen wurden farblich in Kategorien eingeteilt:
Grin: < 2; gelb: 2 — 4; rot: > 4 log KbE/cm? bzw. ml. Nicht vorhandene oder durch die Bauart des Melksystems bedingt
nicht zugéngliche Probenahmestellen wurden mit ,-“ gekennzeichnet. Die Einheit der Keimzahlen der mit ,2“
gekennzeichneten Bereiche ist log KbE/ml und bei ,*“ gekennzeichnete Bereiche log KbE/cm?.

1.2.3 Analyse der Gesamtkeimzahlen potentieller Eintragswege

Die Gesamtkeimzahlen (log KbE/cm? bzw. ml) der beprobten Stellen von 8 Erzeugerhéfen im
Bereich des Rohmilchtanks, der Melkanlage, des Melkzeugs und der untersuchten
Wasserproben sind in Abbildung 8 als Heatmap dargestellt. Die farbliche Kategorisierung
erschlieBt sich folgendermaRen: Griin = Gesamtkeimzahlen unter 2 log KbE/cm? bzw. ml, gelb =
Gesamtkeimzahlen zwischen 2 und 5 log KbE/cm? bzw. ml, rot = Gesamtkeimzahlen Uber
5 log KbE/cm? bzw. ml. GemaR RohmilchGutV (2021) sollte ein Gesamtkeimgehalt in Rohmilch
nicht hoher als 5 log KbE/ml nachgewiesen werden, weshalb dieser Wert fur die rote
Kategorisierung der Daten herangezogen wurde.

Die Gesamtkeimzahlen in Rohmilch der Pseudomonas-auffalligen Hofe (H1 bis H4) lagen
zwischen 4,31 und 5,64 log KbE/ml, wohingegen bei Pseudomonas-unauffalligen Hofen (H5 bis
H8A) Gesamtkeimgehalte zwischen 3,46 und 5,33 log KbE/ml in Rohmilch ermittelt wurden. Im
Bereich ,Rohmilchtank” lagen bei Pseudomonas-unaufféalligen Héfen Keimzahlen 3-mal haufiger
tber 5 log KbE/cm?. So wurden unteranderem Gesamtkeimzahlen von 7,58 log KbE/cm? (H5)
und 8,04 log KbE/cm? (H7) am Zapfhahn und Keimgehalte zwischen 6,30 und 7,99 log KbE/cm?
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(H5, H6, H7) an der Dichtung des Zapfhahns ermittelt. Am Tankdeckel und an dessen Dichtung
wurde Gesamtkeimzahlen Uber 5,00 bis 7,40 log KbE/cm? (H6, H7) detektiert. Auch bei
Pseudomonas-auffalligen Héfen wurden Gesamtkeimzahlen von 5,03 log KbE/cm? (H4) und 5,83
log KbE/cm? (H3) an der Tankdeckel-Dichtung nachgewiesen. Im Bereich ,Melkanlage“ wurden
an der Halterung des Milchfilters (H2, H4), am Deckel des Milchabscheiders (H3, H4) und am
Milchabscheider selbst (H8B) Gesamtkeimgehalte tber 5 log KbE/cm? ermittelt. Bei allen Hofen
wiesen die Gesamtkeimzahlen zwischen 5,08 und 8,38 log KbE/ml der Milchfilter aller Hofe auf

eine starke Kontamination hin.

Bereich Probenahmestelle Pseudomonas-aufféllige Hofe | Pseudomonas-unaufféllige Hofe
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8A H8B
Rohmilch? - 4,37 4,31 5,64 5,10 385 346 533 511 -
Zapfhahn 1,88 3,62 2,94 4,32 758 4,34 8,04 3,75 3,29
Deckel Zapfhahn 3,90 - - - 8,32 - - - -
. Dichtung Zapfhahn - 3,06 3,65 441 | 799 630 7,75 2,77 3,98
Rotf;r:ll(lé:h- Tankdeckel 3,82 1,83 0,00 7,26 - 7,26 5,18 1,92 -
Dichtung Tankdeckel 0,00 0,00 5,83 5,03 - 7,40 6,05 2,99 -
Offnung Entliiftung - - - - - 7,97 420 594 0,00
Entliftungsdeckel 5,89 2,41 - 69 | 705 7,86 541 - -
Rohr Milchzufuhr 1,72 - 1,57 2,88 3,06 3,67 3,29 - -
Halterung fur Rohr Milchzufuhr 2,29 - 3,80 4,27 | 4,17 2,11 4,550 - -
Melk- Milchabscheider 0,00 - 3,42 2,64 3,66 0,00 3,97 - 6,42
anlage® Deckel Milchabscheider - - 9,05 545 | 2,78 - - - -
Milchfilter nach Melken? 6,37 7,02 8,38 683 | 6,71 508 6,64 6,08 7,64
Halterung Milchfilter 3,67 6,55 1,72 524 | 457 2,86 2,82 4,02 -
Sammelstiuck Melkzeug 3,60 - 2,18 3,17 | 553 4,29 6,90 - -
Dichtung Sammelstiick Melkzeug 6,61 - - - 499 843 596 - -
Melkzeug® Zitzenbecher 3,61 3,11 1,57 361 | 481 0,00 364 202 3,76
Halterung Zitzenbecher 7,53 3,67 8,42 893 | 650 5,32 7,38 3,19 357
Reinigungsutensilien Zitze®® - - 4,132 - - 6,35* 4,62* 594> 0,00
Kaltwasser Tankreinigung 1,30 0,00 - 1,00 | 0,00 1,00 - - 1,70
Warmwasser Tankreinigung 0,70 1,00 - 1,30 | 3,77 0,00 - - 0,70
Wasser2 Kaltwasser Melksystemreinigung 1,65 0,70 1,54 1,78 | 0,00 0,00 2,69 - 2,96
Warmwasser Melksystemreinigung | 1,18 3,05 0,00 2,67 | 0,00 0,00 3,13 - -
Wasser Nachspulung Melksystem - 7,92 - 4,19 | 357 2,87 447 - -

Abbildung 8: Darstellung der Ergebnisse der Hofbegehungen anhand der Gesamtkeimzahlen (log KbE/cm? bzw. ml)
je Hof und Probenahmestelle als Heat Map. Die Keimzahlen wurden farblich in Kategorien eingeteilt:
Grun: < 2; gelb: 2 - 5; rot: > 5 log KbE/cm? bzw. ml. Nicht vorhandene oder durch die Bauart des Melksystems bedingt
nicht zugéngliche Probenahmestellen wurden mit ,-“ gekennzeichnet. Die Einheit der Keimzahlen der mit ,2“
gekennzeichneten Bereiche ist log KbE/ml und bei ,°“ gekennzeichnete Bereiche log KbE/cm?.

Im Bereich ,Melkzeug“ wurde sowohl bei Pseudomonas-auffélligen als auch bei Pseudomonas-
unauffalligen Hofen Gesamtkeimgehalte von Uber 6 log KbE/cm? an der Dichtung des
Sammelstlicks und an der Halterung der Zitzenbecher (H1, H3, H4, H5, H6, H7) ermittelt. Auch
Utensilien zur Reinigung der Zitzen wiesen bei H6 und H8A Gesamtkeimzahlen von Uber 5 log
KbE/ml bzw. cm? auf. Die Beprobung des Wassers zur Tank- oder Melksystemreinigung ergab
bei Pseudomonas-auffélligen Hofen maximale Gesamtkeimgehalte von 3,05 log KbE/ml (H2,
Warmwasser Melksystemreinigung) und bei Pseudomonas-unauffalligen Hofen maximale
Gesamtkeimzahlen von 3,77 log KbE/ml (H7, Warmwasser Tankreinigung). Im Wasser zur

Nachspulung des Melksystems wurde bei den Hofen H4, H5, H6 und H7 Gesamtkeimgehalte
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zwischen 2,87 und 4,47 log KbE/ml ermittelt, wohingegen bei H2 eine Gesamtkeimzahl von

7,92 log KbE/ml nachgewiesen wurde.

1.2.4 Analyse der Luftkeimgehalte als potentieller Eintragsweg

Die Auswertungen der Luftkeimgehalte der 8 Héfe sind in Abbildung 9 dargestellt. Sowohl die
Pseudomonas- als auch die Gesamt-Luftkeimgehalte im Melkbereich waren hofspezifisch. Die
hdchsten Gesamtkeimgehalte in der Luft wurden bei Hof 5 und Hof 8A mit 2,22 und 2,52 log
KbE/10 | gemessen. Hof 6 wies mit 1,56 log KbE/10 | die geringsten Gesamtkeimgehalte auf.
Pseudomonas-Keimgehalte in der Luft wurde lediglich bei Hof 8A mit 0,17 log KbE/10 | im Bereich

des Melkstands nachgewiesen.
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Abbildung 9: In der Néhe des Melkstands gemessene Pseudomonas- und Gesamt-Luftkeimgehalte (log KbE/10 I) von
8 Erzeugerhéfen (inklusive der Betriebsstatten A und B von Hof 8) im Rahmen der Identifikation potentieller
Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in Rohmilch.

Aufgrund der als unauffallig einzustufenden Pseudomonas-Luftkeimgehalte im Bereich des
Melkens ist ein Eintrag von Pseudomonas spp. tUber die Luft in die Rohmilch unwahrscheinlich.
In Bezug auf den Gesamtkeimgehalt in der Luft unterschieden sich Pseudomonas-auffallige

Erzeugerhofe (H1 bis H4) nicht von Pseudomonas-unauffalligen Milcherzeugern (H5 bis H8A).
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2 Charakterisierung von Pseudomonas spp. hinsichtlich der
Biofilmbildung und der Peptidaseaktivitat

2.1 Analysen zur Biofilmbildung von Pseudomonas spp.

2.1.1 Quantifizierung der Biofilmmasse in Mikrotiterplatten

Die Ergebnisse zur Quantifizierung der Biofiimmasse im Mikrotiterplatten-Format mittels
Kristallviolett-Assay sind in Abbildung 10 dargestellt. Nach 6 Tagen bei 6 °C war die
Biofilmbildung der untersuchten Pseudomonas (P.)-Isolate in 10, 50 und 100 %igem
Milchmedium (MM) stamm- und speziesspezifisch. So wiesen beispielsweise alle P. lactis-Isolate
(L1- 91, L1-92, L1-93) in den drei Milchmedien unter den gegebenen Wachstumsbedingungen
ein schwaches bis moderat ausgepragtes Biofilmbildungsvermdgen auf. Unterschiede innerhalb
der Spezies sind unter anderem bei P. protegens L1-100, L1-101, L1-102 zu erkennen. Dabei
lassen insbesondere die Extinktionswerte von P. protegens L1-102 mit 3,3146 + 0,5873
(20 % MM) und 2,7450 * 0,8687 (50 % MM) auf ein starkes Biofilmbildungsvermdgen schlie3en.
In 10 %igem Milchmedium wurde am meisten Biofilmmasse bei P. protegens L1-102 mit einer
Extinktion von 3,3146 + 0,5873 gemessen. Niedrigere Extinktionswerte zwischen 0,4710 + 0,3280
und 0,8081 + 0,2748 lassen bei P. fluorescens L1-83, P. lactis L1-91 sowie P. protegens L1-100
anhand der angefarbten Biofilmmasse auf ein schwaches Biofilmbildungsvermégen schliel3en.

Die Biofilmbildung in 50 %igem Milchmedium ergab bei P. fluorescens L1-82, P. fragi L1-84, L1-
85 und L1-86, P. gessardii L1-88, L1-89, L1-90, P. lactis L1-91, P. lundensis L1-94 und L1-95,
P. protegens L1-101 im Mittel héhere Extinktionen als in 10 %igem Milchmedium. Dabei wies
P. protegens L1-102 das hdchste Biofilmbildungsvermdgen mit einer Extinktion von 2,7450 +
0,8687 auf. P. lactis L1-91 bildete unter den gewahlten Wachstumsbedingungen in 100 %igem

Milchmedium mit einem mittleren Extinktionswert von 0,5516 + 0,3333 am meisten Biofilmmasse.
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Ein Vergleich der Mittelwerte aller gemessenen Extinktionen in Abbildung 11 verdeutlicht den
Unterschied des Biofilmbildungsvermégens in Mikrotiterplatten in Abhangigkeit zur Konzentration
des Milchmediums. Im Mittel war das Biofilmbildungsvermdgen in 50 %igem Milchmedium mit
0,3873 + 0,6049 am hochsten, gefolgt vom 10 %igem Milchmedium mit einem mittleren
Extinktionswert von 0,2451 + 0,6354. Mit einem durchschnittichem Extinktionswert von
0,1353 £ 0,1591 wurde in 100 %igem Milchmedium das geringste Biofilmbildungsvermdgen unter
den gegebenen Bedingungen ermittelt. Im Vergleich zum Wachstum in 10 und 100 %igem
Milchmedium war die Biofilmbildung im Mittel in 50 %igem Milchmedium auf Kunststoff
(Mikrotiterplatte) signifikant héher. Auch die Biofilmbildung in 10 %igem Milchmedium war im
Vergleich zum Adh&sionsvermégen in 100 %igem Milchmedium im Mittel signifikant héher.
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Abbildung 11: Mittelwerte der quantifizierten Biofilmmassen von Pseudomonas-Isolaten in Mikrotiterplatten nach
6 Tagen bei 6 °C in 10, 50 und 100 %igem Milchmedium aus Abbildung 10. Signifikante Unterschiede sind mit Sternen
markiert: *, p <0,05; **, p < 0,01 (Tukey HSD Test).
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2.1.2 Quantifizierung der Biofilmmasse auf Edelstahl-Plattchen

Die Ergebnisse der quantifizierten Biofilmmasse auf Edelstahl-Plattchen mittels Kristallviolett-
Assay sind in Abbildung 12 dargestellt. Nach 6 Tagen bei 6 °C war das Vermdgen zur
Biofilmbildung der untersuchten Pseudomonas-Isolate in 10, 50 und 100 %igem Milchmedium
speziesspezifisch. Das hochste Biofilmbildungsvermodgen besall P. haemolytica L1-177 in
100 %igem Milchmedium mit einer Extinktion von 0,2105 * 0,0245, gefolgt von P. proteolytica L1-
103 mit einer Extinktion von 0,1650 * 0,0144. Die geringste Biofiimmasse wies P. baltica (M) in
50 %igem Milchmedium mit einer Extinktion von 0,0004 £ 0,0010 auf. Zudem lassen hohe
Standardabweichungen, wie bspw. die Extinktionswerte von P. lactis L1-93 in 100 %igem
Milchmedium und P. fluorescens L1-81 in 10 %igem Milchmedium, auf eine schwache
Reproduzierbarkeit des Biofilmbildungsvermdgens schlieBen. Auffallig ist das schwach
ausgepragte Vermogen zur Biofilmbildung bei P. lundensis L1-94, P.saxonica L1-205,
P. kielensis (M) und P. sp. (M) in allen drei Milchmedien (10, 50, 100 %).
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Abbildung 12: Quantifizierung der Biofiimmasse von Pseudomonas-Isolaten auf Edelstahl-Plattchen nach 6 Tagen bei
6 °C in 10, 50 und 100 %igem Milchmedium mit einer Inokulationsdosis von 6 + 0,5 log KbE/ml gemessen an der
Extinktion bei 550 nm der angefarbten Biofilmmasse (abzuglich des Blank-Wertes). (M) = Mittels MALDI Biotyper®
identifizierte Rohmilch-Isolate.

Ein Vergleich der Mittelwerte aller gemessenen Extinktionen in Abbildung 13 verdeutlicht den
Unterschied des Biofilmbildungsvermégens auf Edelstahl-Oberflache in Abhangigkeit zur

Konzentration des Milchmediums. Unter den gegebenen Bedingungen war das
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Biofilmbildungsvermégen im Mittel in 200 %igem Milchmedium mit 0,0763 + 0,0758 am hdchsten,
gefolgt vom 10 %igem Milchmedium mit einem Mittelwert von 0,0304 + 0,0375. Mit einem
durchschnittlichem Extinktionswert von 0,0221 + 0,0208 wurde in 50 %igem Milchmedium die
geringste Biofilmmasse gemessen. Die Biofilmbildung in 100 %igem Milchmedium auf Edelstahl-
Oberflache war im Vergleich zum Wachstum in 10 und 50 %igem Milchmedium im Mittel
signifikant héher. Es wurde ebenfalls eine signifikant hohere mittlere Biofilmbildung in 10 %igem

Milchmedium im Vergleich zum Adhasionsvermdgen in 50 %igem Milchmedium untersucht.
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Abbildung 13: Mittelwerte der quantifizierten Biofilmmassen von Pseudomonas-Isolaten auf Edelstahl-Plattchen nach
6 Tagen bei 6 °C in 10, 50 und 100 %igem Milchmedium aus Abbildung 12. Signifikante Unterschiede sind mit Sternen
markiert: *, p <0,05; **, p < 0,01 (Tukey HSD Test).
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2.1.3 Vergleich der Biofilmmasse in Mikrotiterplatten und auf Edelstahl-Oberflache

Von funf Pseudomonas-Stammen (s. Tabelle 4) wurde die Biofilmbildung in Mikrotiterplatten aus
Kunststoff und auf Edelstahl-Oberflache in 10, 50 und 100 %igem Milchmedium fiir 6 Tage bei
6 °C gegenubergestellt und die Mittelwerte in Abhéngigkeit des Milchmediums bestimmt
(Abbildung 14).

Kk
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Mikrotiterplatten (Kunststoff) m Edelstahl-Oberflache

Abbildung 14: Vergleich der quantifizierten Biofilmmasse von funf Pseudomonas-Isolaten in Mikrotiterplatten
(Kunststoff) und auf Edelstahl-Oberflache nach 6 Tagen bei 6 °C in 10, 50 und 100 %igem Milchmedium mit einer
Inokulationsdosis von 6 + 0,5 log KbE/ml. Signifikante Unterschiede sind mit Sternen markiert: *, p < 0,05; **, p < 0,01
(Tukey HSD Test).

Die Analysen zur Quantifizierung der Biofilmmasse von funf Pseudomonas-Isolate ergab in allen
drei Milchmedien im Mittel ein héheres Vermdégen zur Biofilmbildung in 96-Well-Mikrotiterplatten
aus Kunststoff als auf Edelstahl-Oberflache. In 10 und 50 %igem Milchmedium wurde in
Mikrotiterplatten mit durchschnittlichen Extinktionswerten zwischen 0,0572 + 0,0661 und
0,0917 £ 0,1496 eine signifikant héhere Biofilmmasse als auf Edelstahl-Oberflache mit mittleren
Extinktionswerten zwischen 0,0315 + 0,0403 und 0,0202 + 0,0145 ermittelt. Die Biofilmmasse in
Mikrotiterplatten (Kunststoff) war in 100 %igem Milchmedium im Mittel mit 0,0930 + 0,0697 hdher
als auf Edelstahl-Oberflache mit einem durchschnittlichen Extinktionswert von 0,0697 + 0,0880,

wobei kein signifikanter Effekt nachgewiesen wurde.
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2.1.4 Keimzahl der Biofilme auf Edelstahl-Oberflache

Die Ergebnisse der Keimzahlbestimmungen (log KbE/cm?) von Biofilmen auf Edelstahl-
Oberflache mittels Glasperlen-Methode sind in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15: Mit Glasperlen-Methode ermittelte Keimzahlen der auf Edelstahl-Oberflache gewachsenen Biofilme von
Pseudomonas-Isolaten nach 6 Tagen bei 6 °C in 10, 50 und 100 %igem Milchmedium mit einer Inokulationsdosis von
6 £ 0,5 log KbE/ml. (M) = Mittels MALDI Biotyper® identifizierte Rohmilch-Isolate.

Die Biofilm-Keimzahlen in 10 %igem Milchmedium lagen zwischen 6,8 + 0,9 und
9,7 + 0,9 log KbE/cm?, in 50 %igem Milchmedium zwischen 7,9 + 0,3 und 10,4 + 2,0 log KbE/cm?
und in 100 %igem Milchmedium zwischen 7,9 + 0,7 und 9,2 + 1,0 log KbE/cm?. Die hochste
Keimzahl wurde bei P. proteolytica L1-103 in 50 %igem Milchmedium mit 10,4 + 2,0 log KbE/cm?
gemessen, gefolgt von P. bubulae (M) mit 9,7 + 0,9 log KbE/cm? in 10 %igem Milchmedium und
von P. proteolytica L1-103 in 100 %igem Milchmedium mit 9,2 + 1,0 log KbE/cm?. Mit
6,8 + 0,9 log KbE/cm? wurden bei P. lundensis L1-94 in 10 %igem Milchmedium die niedrigsten
Keimzahlen gemessen. Im Mittel lagen die Keimzahlen in 10 und 50 %igem Milchmedium bei
8,6 + 0,3 bzw. + 0,4 log KbE/cm? und in 100 %igem Milchmedium bei 8,7 + 0,5 log KbE/cm?.
Anhand der Ergebnisse wurde deutlich, dass keines der Milchmedien die Biofilmbildung
gemessen an den Keimzahlen unter den gegebenen Bedingungen begulnstigt bzw.

verschlechtert.
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2.1.5 Vergleich der quantifizierten Biofiimmasse auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache

Die Ergebnisse zur Quantifizierung der Biofiimmasse auf Edelstahl- gegeniber Gummi-
Oberflache in 100 %igem Milchmedium sind in Abbildung 16 dargestellt. Es wurde eine
isolatspezifische und oberflachenabh&ngige Biofilmbildung ermittelt. Am meisten Biofilmmasse
wurden bei P. lactis L1-91 auf Edelstahl mit einem Extinktionswert von 0,0725 + 0,0696 und bei
P. protegens L1-101 auf Gummi-Oberflache mit 0,0744 + 0,0452 gemessen. P. lactis L1-93 und
P. proteolytica L1-103 wiesen mit Extinktionswerten von 0,0057 + 0,0075 und 0,0204 + 0,0166
Biofilmbildung auf Edelstahl- jedoch nicht auf Gummi-Oberflache auf.
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Abbildung 16: Vergleich der quantifizierten Biofilmmasse von 10 Pseudomonas-Isolaten auf Edelstahl- und Gummi-
Oberflache nach 6 Tagen bei 6 °C in 100 %igem Milchmedium mit einer Inokulationsdosis von 4 + 0,5 log KbE/ml.
Signifikante Unterschiede sind mit Sternen markiert: *, p < 0,05; **, p < 0,01 (Tukey HSD Test).

Bei P. lactis L1-91 und P. proteolytica L1-103 war das Vermdgen zur Biofilmbildung auf Edelstahl-
signifikant hoher als auf Gummi-Oberflache, wohingegen bei P. protegens L1-101 und
P. proteolytica L1-105 signifikant mehr Biofilmmasse auf Gummi- im Vergleich auf Edelstahl-

Oberflache gebildet wurde.
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2.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM) von Biofilmen

2.2.1 Rohmilch-assoziierte Multi-Spezies-Biofilme auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache

2.2.1.1 REM-Analyse von Rohmilch-assoziierten Multi-Spezies-Biofilmen

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der Rohmilch-Biofilme in Abbildung 17 und
Abbildung 18 auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache bei 6 und 20 °C zeigen die Anordnung
einzelner Zellen in kleineren Komplexen bis hin zu flachendeckenden Gemeinschaften. Dabei
wurde temperaturabhéngiges Vermdgen zur Biofilmbildung der Rohmilch-assoziierten
Mikroorganismen auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache festgestellt. So zeigen REM-Aufnahmen
in Abbildung 18 (A-F) eine starker ausgebildete Multispezies-Biofilm-Matrix auf Edelstahl- und
Gummi-Oberflache bei 20 °C im Vergleich zum Wachstum der Rohmilch-Biofilme bei 6 °C. In
Abbildung 17 sind vereinzelt Bakterienketten und ,Biofilminseln“ (A, B, E, F) zu erkennen,
wohingegen die Aufnahmen in Abbildung 18 dicht gewachsene ,Biofilmrasen® auf Edelstahl- und
Gummi-Oberflache zeigen. Casein-Micellen besitzen im Durchschnitt einen Durchmesser von
0,15 pum (Fox und Brodkorb 2008) und waren bei beiden Inkubationstemperaturen im Zellverband
des Biofilms eingeschlossen (Abbildung 17, D und H; Abbildung 18, D und H). Es scheint als
waren mehr Bakterienzellen bei 20 °C auf Edelstahl- im Vergleich auf Gummi-Oberflache
gewachsenen Biofilme eingeschlossen, wohingegen die Ausbildung der Biofilm-Matrix auf
Gummi-Oberflache starker ausgepragt wirkte. Gesamtkeimzahlen aus dem Ergebnis-Abschnitt
2.2.1.2 sowie Aufnahmen in Abbildung 18 (D und H) belegen diese Vermutung. Netzartige,
fadenfoérmige Ausbildungen auf und zwischen den Bakterienzellen kdénnen Adhasine, wie
Fimbrien und Pili, darstellen (Abed et al. 2012; Westall et al. 2000) und sind in Abbildung 17 (G
und H) sowie in Abbildung 18 (D und H) durch rote Pfeile markiert. Die Bildung von extrazellularen
polymeren Substanzen (EPS) kann anhand des schleimartigen Erscheinungsbildes (Chin et al.
2015) in Abbildung 18 (H) vermutet werden. Zudem schien der Zellkomplex in der gleichen
Aufnahme (Abbildung 18, H) anhand einer rauen Oberflache mit einer diinnen Partikel-Schicht

im Vergleich zu anderen Zell-Aggregationen (Abbildung 18, D) Uberzogen gewesen zu sein.
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VergréRerung Biofilm auf Biofilmauf
(Angabe des EdelstahI-OberfIche, 6 °C Gummi-Oberflache, 6 °C
Maf3stabs) ‘f - Sh—— 35 :

100 pm

50 pm

10 pm

Abbildung 17: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rohmilch-Biofilmen auf Edelstahl- (A-D) und
Gummi-Oberflache (E-H) fiir 6 Tage bei 6 °C inkubiert. Gelbe Pfeile (A, B, E, F) zeigen ,Biofilminseln®, griine Pfeile

(D, H) in Biofilm-Matrix eingeschlossene Casein-Micellen und rote Pfeile (G, H) weisen auf netzartige,
fadenférmige Adhasine auf und zwischen Zellen hin.
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Vergrof3erung Biofilm auf Biofilm auf

(Angabe des Edelstahl-Oberflache, 20 °C Gummi-Oberflache, 20 °C
Mal3stabs) : ! 4 BRsey 7

100 pm

10 pm

Abbildung 18: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rohmilch-Biofilmen auf Edelstahl- und Gummi-
Oberflache fur 6 Tage bei 20 °C inkubiert. Gelbe Pfeile (A, E) zeigen ,Biofiimrasen®, rote Pfeile (D, H) weisen auf

netzartige, fadenformige Adhasine auf und zwischen Zellen hin und weil3er Pfeil (H) zeigt schleimartige EPS-
Bildung.
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2.2.1.2 Analyse der bakteriellen Biofilm-Zusammensetzung mittels Keimzahlbestimmungen

Die Ergebnisse der Keimzahlbestimmung auf Plate-Count-Agar fir den Gesamtkeimgehalt und
auf verschiedenen Selektivndhrbdden fir verschiedene Keimgruppen zur Ermittlung der
Zusammensetzung von Rohmilch-Biofilmen auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache sind in
Abbildung 19 dargestellt. An Tag 0 betrug die Gesamtkeimzahl der Rohmilch 6,0 log KbE/ml und
Keimzahlen zwischen 4,3 und 4,9 log KbE/ml fir Pseudomonas spp., Escherichia coli und
Enterobacteriaceae wurden ermittelt. Der Keimgehalt fiir Hefen lag bei 3,5 log KbE/ml, wobei kein

Wachstum von Schimmelpilzen festgestellt wurde.

8

7 |

Br SRR N

Rohmilch? Edelstahl- Gummi- Edelstahl- Gummi-
Oberflacheb Oberflacheb Oberflacheb Oberfléacheb

Keimzahl (log KbE/ml bzw. cm?)
w IN

N

[uy

Tag 0 6 Tage /6 °C 6 Tage /20 °C

Gesamtkeimgehalt ®m Pseudomonas spp. " Enterobacteriaceae

m Escherichia coli m Hefen Schimmelpilze

Abbildung 19: Gegentberstellung der Keimzahlen (log KbE/ml bzw. cm?) verschiedener Keimgruppen in Rohmilch-
Biofilmen auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache fir 6 Tage bei 6 und 20 °C inkubiert. 2 = Keimzahl in log KbE/ml,
b = Keimzahl in log KbE/cm?, * = Keimzahl < 1 log KbE/cm?.

In Rohmilch-assoziierten Multi-Spezies-Biofilmen auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache mit
Wachstum bei 6 °C lagen die Gesamtkeimgehalte an Tag 6 zwischen 5,6 + 0,3 log KbE/cm? auf
Gummi- und 6,3 + 0,1 log KbE/cm? auf Edelstahl-Oberflache. Zudem lassen die Keimzahlen der
Selektivnahrbéden auf ein dominantes Wachstum von Pseudomonas spp. und Bakterien der
Gattung Enterobacteriaceae schliel3en. Die Pseudomonas-Keimzahlen im Rohmilch-Biofilm auf
Edelstahl-Oberflache lagen mit 5,0 + 0,1 log KbE/cm? Uber jenen der Biofilme auf Gummi-
Oberflache mit 4,4 + 0,2 log KbE/cm?. Hohere Keimgehalte wurden flr Enterobacteriaceae auf
Edelstahl-Oberflache mit 5,8 + 0,2 log KbE/cm? und mit 4,8 + 0,6 log KbE/cm? auf Gummi-
Oberflache detektiert. Die ermittelten Keimzahlen fir Escherichia coli lagen bei 6 °C

gewachsenen Rohmilch-Biofilmen auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache unter 1 log KbE/cm?.
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Fur Hefen und Schimmelpilze konnten aufgrund fehlenden Wachstums keine Keimzahlen
bestimmt werden. Bei 20 °C gewachsene Rohmilch-Biofilme besalRen auf Edelstahl-Oberflache
einen Gesamtkeimgehalt von 6,9 + 0,4 log KbE/cm?, wohingegen auf Gummi-Oberflache mit
5,3 + 0,3 log KbE/cm? ein ahnlich hoher Keimgehalt wie bei 6 °C gewachsenen Biofilmen auf
gleicher Oberflache ermittelt wurde. Im Vergleich zur Zusammensetzung der bei 6 °C inkubierten
Rohmilch-Biofilme zeigen die Keimzahlen nach der 6-tagigen Inkubation bei 20 °C ein Wachstum
von Escherichia coli, Hefen und Schimmelpilze auf. Das Wachstum von Pseudomonas spp. mit
psychrophiler Eigenschatft ist bei 20 °C inkubierten Rohmilch-Biofilmen mit 3,4 + 0,6 log KbE/cm?
auf Edelstahl-Oberflache und 3,9 + 0,5 log KbE/cm? auf Gummi-Oberflache niedriger als bei den
Rohmilch-Biofilmen bei Kiihltemperatur. Die Ergebnisse zeigen somit eine temperaturabhéngige
bakterielle Zusammensetzung von Rohmilch-Biofilmen. Dabei wird das vorherrschende
Wachstum von Pseudomonas spp. bei Kiuhltemperatur (6 °C) deutlich. Weiterhin belegen die
Analysen die Fahigkeit von Rohmilch-assoziierten Mikroorganismen Biofilme sowohl auf
Edelstahl- als auch auf Gummi-Oberflachen zu bilden. Die Gesamtkeimzahl der bei 20 °C
inkubierten Biofilme auf Gummi-Oberflache lag mit 5,3 + 0,9 log KbE/cm? unter jenen auf
Edelstahl-Oberflache mit 6,9 + 0,4 log KbE/cm?. Allerdings wurden mit 3,9 + 0,5 log KbE/cm? im
Biofilm auf Gummi-Oberflache etwas hodhere Keimgehalte an Pseudomonas spp. als auf

Edelstahl-Oberflache mit einer Pseudomonas-Keimzahl von 3,4 + 0,6 log KbE/cm? ermittelt.

2.2.2 Mono-Spezies-Biofilme von Pseudomonas spp. auf Edelstahl-Oberflache

Die rasterelektronenmikroskopischen (REM) Aufnahmen der Mono-Spezies-Biofilme von
Pseudomonas spp. nach 6-tagiger Inkubation bei 6 °C auf Edelstahl-Oberflache sind in Abbildung
20 und Abbildung 21 dargestellt. Die REM-Aufnahmen von P. kielensis (M), P. baltica (M)
(Abbildung 20) und P. fluorescens L1-82 und P. protegens L1-102 (Abbildung 21) zeigen
speziesabhangige Zellanheftung und Biofilm-Ausbildung. Die Anordnung der Zellen im Biofilm-
Verband reichte von schwachen bis stark ausgepragten Zell-Clustern (Abbildung 20, A und E;
Abbildung 21, A und E), allerdings war kein flachendeckender ,Biofilimrasen“ zu erkennen.
Insbesondere P. kielensis (M) lies eine virtuose Zellanordnung als Grundlage fiir die Biofilm-
Ausbildung erkennen (Abbildung 20, A und B). Morphologische Unterschiede hinsichtlich der
Produktion extrazellularer polymerer Substanzen (EPS) waren bei allen Pseudomonas-Isolaten
zu erkennen. Wahrend Zellen von P. kielensis (M) erste schleimartige Strukturen (Abbildung 20,
D) aufwiesen, waren Zellen von P. baltica (M) bereits von einer Art Schleimhulle eingeschlossen
(Abbildung 20, H). Die Aufnahmen von P. fluorescens L1-82 zeigen im Vergleich zu
P. kielensis (M) eine stark ausgepragte Biofilm-Matrix, welche an der zahen, gelartigen Struktur
zu erkennen ist (Abbildung 21, D) (Chin et al. 2015). Dabei war auf eine ahnlich starke EPS-
Ausbildung von P. baltica (M) anhand Abbildung 20 G zu schlieBen. Eine weniger stark
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ausgepragte EPS-Struktur zeigte der von P. protegens L1-102 gebildete Biofilm anhand einer
fadenférmigen, netzartigen Biofilm-Matrix (Abbildung 21, H). Casein-Micellen hafteten an der Zell-
und Edelstahl-Oberflache (Beispiel Abbildung 20, D) und waren méglicherweise im Zellverband
des Biofilms fixiert (Beispiel Abbildung 21, H). Milchfett-Kligelchen, fir gewothnlich mit einem
Durchmesser zwischen 1 und 10 um (Kalab 2010), befanden sich bei P. kielensis (M) in der Nahe

des gebildeten Biofilms und waren teilweise darin eingeschlossen (Abbildung 20, B-D).
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Vergrof3erung P. kielensis (M)
(Angabe des = .
Maf3stabs)

P. baltica (M)

100 bzw. 200 pm

50 um

10 um

Abbildung 20: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Mono-Spezies-Biofilmen von P. kielensis (M) und
P. baltica (M) nach 6-tagiger Inkubation bei 6 °C auf Edelstahl-Oberflache mit einer Inokulationsdosis von
4 + 0,5 log KbE/ml. Gelbe Pfeile (D) zeigen schleimartige Strukturen, vermutlich EPS, wahrend rote Pfeile (H) auf

Zellen mit einer Art Schleimkapsel tiberzogen zeigen. Griine Pfeile (D) deuten auf Casein-Micellen auf Zell- und
Edelstahl-Oberflache hin.
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VergrolRerung
(Angabe des
Malf3stabs)

P. fluorescens L1-82 P. protegens L1-102

100 pm

50 bzw. 20 um

10 pm

5 bzw. 3 um

Abbildung 21: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Mono-Spezies-Biofilmen von P. fluorescens L1-82
und P. protegens L1-102 nach 6-tagiger Inkubation bei 6 °C auf Edelstahl-Oberflache mit einer Inokulationsdosis
von 4 + 0,5 log KbE/ml. Gelbe Pfeile (H) zeigen fadenférmige, netzartige Biofilm-Matrix auf, wahrend rote Pfeile (D)
auf stark ausgepragte EPS hinweisen. Griiner Pfeil (H) zeigt in Biofilm-Matrix eingeschlossene Casein-Micelle.
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2.3 Charakterisierung von Pseudomonas spp. hinsichtlich der Peptidaseaktivitat in
Biofilmen

2.3.1 Bestimmung der Peptidaseaktivitat von Pseudomonas spp. auf Magermilch-Agar

2.3.1.1 Kategorisierung der Peptidaseaktivitat

Die Kategorisierung der Peptidaseaktivitat auf Magermilch-Agar der 38 untersuchten
Pseudomonas-Isolate nach Maier et al. (2020) sind in Abbildung 22 dargestellt. Ein Anteil von
53 % (20/38) der untersuchten Pseudomonas-Isolate, darunter 18 verschiedene Pseudomonas-
Spezies, zeigten eine starke Peptidaseaktivitat. Bei 10 % (4/38) aller Isolate wurde eine sehr
starke Peptidaseaktivitdt nachgewiesen. Mit 29 % (11/38) waren knapp ein Drittel der
untersuchten Pseudomonaden keine Peptidasebildner, lediglich 8 % (3/38) wurden als moderat

peptidaseaktiv eingestuft und keines der Isolate wies eine schwache Peptidaseaktivitat auf.

Auspragung der
Peptidaseaktivitat:

Keine

= Schwach
Moderat

= Stark

= Sehr stark

Abbildung 22: Analyse der Peptidaseaktivitat durch Screening auf Magermilch-Agar von 38 Pseudomonas-Isolaten
mithilfe der Auswertung nach Maier et al. (2020). L. innocua L1-63 wies als Negativ-Kontrolle keine Peptidaseaktivitat
auf und wurde in dargestellter Auswertung nicht beriicksichtigt.

2.3.1.2 Proteolytischer Index

Die Ergebnisse der Peptidaseaktivitat nach Berechnung des proteolytischen Index nach Hamdani
et al. (2019) sind in Abbildung 23 dargestellt. Die gemessene Aktivitat war von der Pseudomonas-
Spezies und des eingesetzten Isolats abhangig. P. proteolytica L1-105 wies mit einem Indexwert
von 2,05 + 0,06 die hochste Aktivitat auf Magermilch-Agar auf, gefolgt von zwei weiteren
P. proteolytica-Isolaten (L1-103 und -104) mit Werten von 1,87 + 0,05 und 1,82 + 0,07. Insgesamt
zeigten alle 5 Vertreter von P. proteolytica eine mittlere bis sehr hohe Peptidaseaktivitat. Isolate
ohne nachweisbarer Peptidaseaktivitdt waren P. baltica (M), P. fluorescens L1-81, P. fragi (L1-
84, -86, -87), P. kielensis (M), P. lundensis (L1-94, -97), P. protegens L1-100, P. saxonica L1-
205 und P. weihenstephanensis L1-195. Dabei sind auch Unterschiede in der Auspragung der
Peptidaseaktivitéat innerhalb einer Spezies zu beobachten. So wurden fir 3 verschiedene Isolate
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von P. fluorescens (L1-83, -82, -81) unterschiedliche Indexwerte ermittelt: 1,76 + 0,18 fir eine

hohe Aktivitat; 1,26 + 0,19 fir eine moderate bis hohe Aktivitat und auch keine messbare Aktivitat.

Proteolytischer Index
0 0,5 1 15 2 2,5

P. proteolytica L1-105
P. proteolytica L1-103 |
P. proteolytica L1-104 |
P. meridiana L1-98 |
P. fluorescens L1-83 |
P. gessardii L1-90 |
P. proteolytica L1-107 |
P. iridis (M) {
P. haemolytica L1-177 |
P. lactis L1-93 |
P. lactis L1-91 |
P. gessardii L1-89 |
P. lundensis L1-95 |
p. fragi L1-85 |
P. meridiana L1-99 i
P. rustica (M) |
P. lundensis (M) |
P. gessardii L1-88 |
P. lundensis L1-96 |
P. fluorescens L1-82 |
P. sp. (M) |
P. lactis L1-92 |
P. bubulae (M) |
P. proteolytica L1-106 |
P. protegens L1-101
P. protegens L1-102 |
P. carnis (M) |
P. baltica (M)
P. fluorescens L1-81
p. fragi L1-84
p. fragi L1-86
p. fragi L1-87
P. kielensis (M)
P. lundensis L1-94
P. lundensis L1-97
P. protegens L1-100
P. saxonica L1-205
P. weihenstephanensis L1-195

Abbildung 23: Peptidaseaktivitat von Pseudomonas-Isolaten anhand des proteolytischen Index nach Hamdani et al.
(2019) dargestellt. (M) = Mittels MALDI Biotyper® identifizierte Rohmilch-Isolate.
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2.3.2 Quantifizierung der Peptidaseaktivitat mittels Fluorescamin-Assay

2.3.2.1 Peptidaseaktivitdait  Biofilm-assoziierter Zellen auf Edelstahl-Oberflache und

planktonischer Zellen im Vergleich

Die Ergebnisse zur Quantifizierung der Peptidaseakvititdt mittels Fluorescamin-Assay von 6-
tagigen Biofilm-assoziierten und planktonischen Zellen nach einer Inkubationszeit zur Casein-
Spaltung von 24 + 1 Stunden bei 20 °C sind in Abbildung 24 in Femtokatal pro koloniebildende
Einheiten (fkat pro KbE) gegenubergestellt.
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Abbildung 24: Ergebnisse der Quantifizierung der Peptidaseaktivitdt von Biofilm-assoziierten und planktonischen
Zellen mittels Fluorescamin-Assay mit einer Casein-Spaltung fir 24 + 1 Stunden bei 20 °C. Die gemessene
Peptidaseaktivitat ist in Femtokatal pro koloniebildende Einheit (fkat/KbE) angegeben. Oberes Sédulendiagramm zeigt
die Peptidaseaktivitat der planktonischen Zellen auf, wahrend das untere Diagramm die Quantifizierungsergebnisse
der Peptidaseaktivitat von Biofilm-assoziierten Zellen darstellt. Dabei sind die unterschiedlichen Skalierungen der y-
Achsen zu beachten. L. innocua L1-63 lag als Negativ-Kontrolle unterhalb der Detektionsgrenze des Assays. (M) =
Mittels MALDI Biotyper® identifizierte Rohmilch-Isolate.

Die hochste Peptidaseaktivitdt wiesen Biofilm-assoziierte Zellen von P. proteolytica L1-105 mit
17,84 + 12,33 fkat/KbE auf, gefolgt von P. gessardii L1-89 mit 17,75 = 7,93 fkat/KbE und
P. lactis L1-91 mit 13,68 + 14,70 fkat/KbE. Bei den planktonischen Zellen wies P. protegens L1-
102 mit 0,38 + 0,14 fkat/KbE die hochste Peptidaseaktivitat auf, gefolgt von P. sp. (M) mit
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0,33 £ 0,04 fkat/KbE und P. iridis (M) mit 0,21 + 0,07 fkat/KbE. Die Peptidaseaktivitat der Biofilm-
assoziierten Zellen von P. proteolytica L1-106, P. lundensis (M) und P. gessardii L1-88 lag
unterhalb der Detektionsgrenze des Assays. Anhand der Ergebnisse kann eine stamm- und
isolatspezifische Peptidaseaktivitat der Biofilm-assoziierten als auch der planktonischen Zellen
abgeleitet werden. Als Beispiel fir die Isolatspezifitdt wiesen die P. proteolytica-Isolate L1-104,
-105, -106 und -107 mit Werten zwischen 17,84 + 12,33 fkat/KbE und Werte unterhalb der
Detektionsgrenze ein breites Aktivitatsspektrum auf.

Wie in Abbildung 25 dargestellt lag die mittlere Peptidaseaktivitat der Biofilm-assoziierten Zellen
bei 5,44 + 7,02 fkat/KbE und somit signifikant hoher als jene der planktonischen Zellen mit einer
durchschnittlichen Aktivitat von 0,11 + 0,14 fkat/KbE.

14,0 =

12,0

10,0

8,0

6,0

4,0

Peptidaseaktivitat (fkat/KbE)

2,0

0,0 —e

Biofilm-assoziierte Zellen Planktonische Zellen

Abbildung 25: Mittelwerte der Peptidaseaktivitit Biofilm-assoziierter und planktonisncher Zellen quantifiziert mittels
Fluorescamin-Assay mit einer Casein-Spaltung flir 24 + 1 Stunden bei 20 °C aus Abbildung 24. Signifikante
Unterschiede sind mit Sternen markiert: *; p < 0,05; **; p < 0,01 (Tukey HSDTest).

In Abbildung 26 ist der Quotient der Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter und planktonischer
Zellen je Pseudomonas-Isolat gegenlbergestellt. Die Berechnung basierte auf die in Abbildung
24 dargestellten Ergebnisse zur Quantifizierung der Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter und
planktonischer Zellen mittels Fluorescamin-Assay, wobei die Mittelwerte der beiden Ansétze
beider Durchgange verwendet wurden.
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Abbildung 26: Quotienten der Peptidaseaktivitéat Biofilm-assoziierter und planktonischer Zellen aus den in Abbildung
24 dargestellten Quantifizierungs-Ergebnissen mittels Fluorescamin-Assay zur Einschatzung des Aktivitatsvermégens

Biofilm-assoziierter Zellen. (M) = Mittels MALDI Biotyper® identifizierte Rohmilch-Isolate.

Die ermittelten Quotienten zeigen eine spezies- und isolatspezifisch hohere Peptidaseaktivitat
der Biofilm-assoziierten Zellen auf. Anhand des hochsten Quotienten von P. proteolytica L1-105
kann auf eine 190-fach hohere Aktivitat der Biofilm-assoziierten Zellen im Vergleich zur
planktonischen Wuchsform geschlossen werden, gefolgt von P. lactis L1-92 und P. gessardii
L1-89 mit 129- bzw. 127-fach hoherer Aktivitat der Biofilm-assoziierten Zellen. Weitere Isolate
von P. proteolytica (L1-102, -103, -104, -107) zeigten eine zwischen 7- und 99-fach héhere
Aktivitat auf. Mit einer 4-fach héheren Aktivitat wurden bei P. iridis (M) der geringste Unterschied
der Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter und planktonischer Zellen ermittelt. Die Biofilm-
assoziierten Zellen von P. lundensis L1-96 zeigten vergleichsweise geringe Peptidaseaktivitat auf
(Abbildung 24), wobei durch Betrachtung des Quotienten dennoch eine 54 -fach héheren Aktivitat
im Vergleich zur planktonischen Wuchsform vorlag (Abbildung 26). Fur P. proteolytica L1-106,
P. lundensis (M) und P. gessardii L1-88 konnte aufgrund nicht-detektierbarer Peptidaseaktivitat

der Biofilm-assoziierten Zellen (Abbildung 24) kein Quotient ermittelt werden.
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2.3.2.2 Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter Zellen auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache im

Vergleich

Die Quantifizierungs-Ergebnisse der Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter und planktonischer
Zellen auf Edelstahl- und Gummi-Plattchen mittels Fluorescamin-Assay sind in Abbildung 27 in
Femtokatal pro koloniebildende Einheit (fkat pro KbE) dargestellt.

Die Peptidaseaktivitat der Biofilm-assoziierten Zellen auf Gummi-Oberflache lag bei beiden
untersuchten Pseudomonas-Isolaten, P. protegens L1-101 und P. proteoytica L1-105, Gber der
gemessenen Aktivitat der Biofilm-assoziierten Zellen auf Edelstahl-Oberflache. Allerdings wurde
kein signifikanter Zusammenhang hinsichtlich der Oberflachenart ermittelt. Die hdchste
Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter Zellen wurden bei P. proteolytica L1-105 auf Gummi-
Oberflache mit 8,14 + 11,5 fkat/KbE gemessen, wohingegen die Aktivitat auf Edelstahl-Plattchen
4,20 * 4,19 fkat/KbE betrug. Bei P. protegens L1-101 wurde eine Peptidaseaktivitat der Biofilm-
assoziierten Zellen auf Gummi-Oberflache von 7,31 £ 6,56 fkat/KbE ermittelt und eine Aktivitat
Biofilm-assoziierter Zellen auf Edelstahl-Plattchen von 6,82 + 8,18 fkat/KbE.
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Abbildung 27: Ergebnisse der Quantifizierung der Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter Zellen auf Edelstahl- und
Gummi-Plattchen mittels Fluorescamin-Assay mit einer Casein-Spaltung fiir 24 + 1 Stunden bei 20 °C. Die gemessene
Peptidaseaktivitat ist in Femtokatal pro koloniebildende Einheit (fkat/KbE) angegeben. Oberes Saulendiagramm zeigt
die Peptidaseaktivitat der planktonischen Zellen auf, wéhrend das untere Diagramm die Quantifizierungsergebnisse
der Peptidaseaktivitat von Biofilm-assoziierten Zellen darstellt. Dabei sind die unterschiedlichen Skalierungen der y-
Achsen zu beachten.

Der Quotient der Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter Zellen auf Edelstahl- und Gummi-

Oberflache und derer planktonischer Zellen der beiden Pseudomonas-Isolate sind in Abbildung
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28 dargestellt. Die Ergebnisse zeigen eine isolatspezifische und oberflachenabhangige héhere
Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter Zellen auf Gummi- im Vergleich zum Wachstum der Zellen
auf Edelstahl-Oberflache auf.

P. proteolytica L1-105

P. protegens L1-101

0 5 10 15

20
Quotient

Edelstahl-Oberflache B Gummi-Oberflache

Abbildung 28: Quotienten der Peptidaseaktivitdt Biofilm-assoziierter und planktonischer Zellen im Vergleich auf
Edelstahl- und Gummi-Oberflache aus den in Abbildung 27 dargestellten Quantifizierungs-Ergebnissen mittels
Fluorescamin-Assay zur Einschatzung des Aktivitatsvermogens auf unterschiedlichen Oberflachen.

Die Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter Zellen auf Gummi von P. proteolytica L1-105 und
P. protegens L1-101 war hinsichtlich des Quotienten 18- bzw. 16-fach héher im Vergleich zur
planktonischen Wuchsform. Zudem verdeutlichen die Quotienten bei beiden Isolate eine
geringere Peptidaseaktivitat der Biofilm-assoziierten Zellen auf Edelstahl- im Vergleich zur
Gummi-Oberflache auf, was bereits aus Abbildung 27 hervorging.
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Diskussion

1 Bestimmung der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in
Rohmilch

1.1 Zusammenhang zwischen Pseudomonas-Keimzahlen und hofseitigen
Einflussfaktoren

Im Rahmen der Aufarbeitung von 521 Rohmilchproben der 38 Erzeugerhtfe wurden
Pseudomonas-Keimzahlen zwischen 1,4 und Uber 6,7 log KbE/ml in Rohmilch ermittelt, wobei
die durchschnittliche Keimzahl (arithmetisches Mittel) bei 3,4 + 1,3 log KbE/ml lag. Leriche und
Fayolle (2012) ermittelten wahrend der monatlichen Beprobung von 37 Erzeugerhéfen uber
13 Monate ahnliche Werte mit mittleren Pseudomonas-Keimzahlen in Rohmilch von
3,6 log KbE/mI. Die in dieser Arbeit ermittelten Gesamtkeimzahlen (n = 519) lagen zwischen
3,3und 7,1 log KbE/ml, mit einem arithmetischen Mittel von 4,7 + 0,6 log KbE/ml. GemaR
RohmilchGitV (2021) sollte bei der Guteuntersuchung von Rohmilch eine Gesamtkeimzahl nicht
hoher als 5 log KbE/ml nachgewiesen werden. Insgesamt lagen somit 26,6 % (138/519) der in
dieser Arbeit untersuchten Rohmilchproben tber diesem Keimwert. Vithanage et al. (2016)
ermittelten bei den Keimzahlbestimmungen in Rohmilch von 3 australischen Erzeugerhéfen
Gesamtkeimgehalte zwischen 4,1 und 5,1 log KbE/ml, wobei die Keimzahlen psychrotropher
Bakterien zwischen 2,8 und 3,8 log KbE/mlI lagen und circa 5 % des Gesamtkeimgehalts
ausmachten. Bereits Adams et al. (1967) gaben an, dass der Keimgehalt an psychrotrophen
Bakterien von 4 log KbE/ml fiir die Abnahme von k-Casein in Rohmilch ausreichen und somit
Einfluss auf die Stabilisierung der Casein-Micelle nehmen wirde. Allerdings sehen Champagne
et al. (1994) erst einen Keimgehalt von Uber 6 log KbE/ml an Psychtrophen in Rohmilch fir die
weitere thermische Behandlung als kritisch an. Die h6chste Enzymproduktion mit einhergehender
Proteolyse stellten Vithanage et al. (2017) ab einer Keimzahl an psychrotrophen proteolytisch
aktiven Bakterien von 2 4,5 log KbE/ml bei Temperaturen 2 4 °C fest. Bislang wurde kein offizieller
Schwellenwert an proteolytisch aktiven psychrotrophen Bakterien, wie Pseudomonas spp., in
Rohmilch zur Kategorisierung der Milchqualitat eingefuhrt und ist gemafld RohmilchGutV (2021)
somit nicht Bestandteil der Giuteuntersuchung. Dariiber hinaus haben interne Untersuchungen
zur durchflusszytometrischen Zahlung des Gesamtkeimgehalts mittels Bactocount IBCm
ergeben, dass mit diesem Routineverfahren gemafl ASU L 01.01-7 eine Unterreprasentation des
Pseudomonas-Gehalts in Rohmilch erfolgen kann.

Die Analyse der verschiedenen Spilsysteme zur Reinigung des Melkstands in dieser Arbeit ergab
signifikant hohere Pseudomonas-Keimzahlen bei Hofen unter Verwendung der Saure/Lauge-
Zirkulation im Vergleich zu anderen Arten an Spilsystemen (HeiRwasser, Kaltwasser,

HeilRwasser kombiniert mit Saure/Lauge-Zirkulation). Dabei ist zu berticksichtigen, dass lediglich
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ein Erzeugerhof ,Kaltwasser (ca. 40 °C per Hand)“ als Reinigungsart des Melkstands angab.
Denkbar ist eine Behandlung mittels Hochdruckreinigers in Kombination mit effektiven
Mikroorganismen, die nur bis 40 °C wirksam sind (EMIKO Handelsgesellschaft mbH 2019).
Dieser okologisch betriebene Erzeugerhof besitzt allerdings eine Rohrmelkanlage, sodass
hdchstens von einer Reinigung der auBeren Oberflaichen oder Vorreinigung abnehmbarer Teile
mit ,Kaltwasser” auszugehen ist. Bei der Verwendung dieser Art des Melksystems ist jedoch eine
Reinigung im geschlossenen System unter Verwendung von Reinigungsmitteln anzunehmen
(DeLaval GmbH 2022). Darlber hinaus ist zu erwéhnen, dass lediglich ein Erzeuger
.HeilBwasser® in Kombination mit ,Saure/Lauge-Zirkulation® als Reinigungsart des Melkstands
angab. In der Praxis wird fir gewoéhnlich nur eines der beiden Spilsysteme angewandt. Die
Zirkulationsreinigung beginnt mit einer Vorspilung der Melkanlage mit lauwarmem Wasser
(30 °C), worauf die Reinigungslosung (sauer oder alkalisch) bei Temperaturen zwischen 40 und
60 °C mehrmals die Anlage durchstromt und abschlie3end mit Wasser mit Trinkwasserqualitat
nachgespult wird (Binder 2022; Krémker 2007). Im Gegensatz dazu erfolgt mittels
Kochendwasserreinigung eine Hitzedesinfektion, bei der das auf 96 °C erhitzte und mit
organischen Sauren versetzte Wasser durch das Melksystem geleitet wird. Alle Teile mit
Milchkontakt werden dabei flir mindestens 2 Minuten auf eine Temperatur > 77 °C erhitzt
(Krémker 2007; Ordloff 1993; Parry und Egdell 1969). Bei beiden Erzeugerhdéfen ist daher unklar,
ob die Antwortmdglichkeiten im Rahmen der Abfrage zu den Spilsystemen zur Melkstand-
Reinigung fehlinterpretiert wurden. Allerdings ergab die Auswertung hinsichtlich der Spiilsysteme
ebenfalls signifikant hthere Pseudomonas-Keimzahlen bei Héfen mit ,Saure-Lauge-Zirkulation®
im Vergleich zu Betrieben mit ,HeiBwasser‘ als Spulsystem der Wahl. Dabei bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gesamtkeimgehalten, so dass dieser Zusammenhang
ausschlieBlich die Pseudomonas-Keimzahl zu beeinflussen schien.

Zudem ergaben die Analysen dieser Arbeit signifikant niedrigere Pseudomonas- und
Gesamtkeimzahlen bei Hofen mit einer kombinierten Laufstall- und Weidehaltung im Vergleich
zu Hofen mit reiner Laufstallhaltung oder kombinierter Anbindestall- und Weidehaltung. Ahnlich
zu diesem Resultat stellten Vacheyrou et al. (2011) anhand der Gesamtmenge an
Mikroorganismen  signifikant  starker kontaminierte  Rohmilch bei Erzeugern mit
Anbindestallhaltung im Vergleich zu Betrieben mit Laufstallhaltung fest, was durch die raumliche
Trennung zwischen Lebensraum des Milchviehs und des Melkbereichs sowie durch angepasste
Reinigungsstrategien von Hofen mit Laufstéllen erklart wurde. Diese Erkenntnis spiegelt sich
jedoch nur bedingt in den Ergebnissen dieser Arbeit zu verschiedenen Melksystemen wider, wo
je nach Art des Melksystems von einer mehr oder weniger grof3en r&umlichen Trennung zwischen
Lebensraum des Milchviehs und des Melkbereichs ausgegangen werden kann. Vermutlich ist die
Art der Tierhaltung mit der Produktionsart (konventionell oder 6kologisch) der Erzeugerhdéfe eng

verkniipft. Den Metadaten dieser Arbeit zufolge nutzten 6kologische Betriebe ausschlie3lich eine
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kombinierte Weide- und Laufstallhaltung, wodurch sich signifikant niedrigere Pseudomonas-
Keimzahlen hinsichtlich Weide- und Laufstallhaltung gegentber reiner Laufstallhaltung und der
kombinierten Haltung im Anbindestall und auf Weide durch die Produktionsart erklaren lassen.
Die Analysen ergaben hinsichtlich der Produktionsart signifikant niedrigere Pseudomonas- und
Gesamtkeimzahlen in 6kologisch produzierter Rohmilch gegentber konventionell produzierter
Milch. In einer Studie von Smigic et al. (2017) wurden ebenfalls signifikant niedrigere
Gesamtkeimzahlen in Okologisch produzierter (4,13 *= 0,33 log KbE/ml) gegenuber
konventioneller (5,00 + 0,21 log KbE/ml) Rohmilch ermittelt. Bei der Rohmilch-Analyse
hinsichtlich des Hygienestatus von 126 finnischen Betrieben detektierten Luukkonen et al. (2005)
ebenfalls niedrigere Gesamtkeimzahlen in Rohmilch von ©6kologischen im Vergleich zu
konventionellen Milcherzeugern. Zudem wurde ein geringerer Eiweil3- und Fettgehalt in
Okologisch produzierter Milch als in konventioneller Rohmilch untersucht, wobei Smigic et al.
(2017) dies nicht bestatigen konnten.

Weiterhin ergaben die Analysen signifikant hohere Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen bei
Erzeugern mit kommunaler Wasserversorgung im Vergleich zur Wasserversorgung durch einen
eigenen Brunnen und einer Kombination beider Arten. Von einer Verunreinigung des Wassers
aus der Kommune ist jedoch abzusehen, wohingegen Kuehn et al. (2013) eine Kontamination
des Wassers zur Reinigung der Euter als Ursache fiir u. a. hohe Pseudomonas-Gehalte an Eutern
hypothetisierten.

Keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen wurde
zwischen den verschiedenen Arten an Melksystemen ermittelt. Dabei stellten Sun et al. (2022)
signifikant hohere Gesamtkeimgehalte und eine héhere Speziesvielfalt in Rohmilch bei Betrieben
mit Melkroboter und der damit verbundenen Laufstallhaltung gegentber jenen Hoéfen mit
Melkvorhaben im Anbindestall fest. Dabei assoziierten sie hohe Gesamtkeimzahlen in Rohmilch
mit einer unzureichenden Zitzenhygiene und stellten eine Melkroboterhersteller bedingte
Artenvielfalt in Rohmilch fest. Mittels Hauptkomponenten-Analyse ermittelten sie die Art des
Melksystems als mafRgeblichen Einflussfaktor auf die Milchmikrobiota (Sun et al. 2022).
Desweiteren ergab die Analyse dieser Arbeit signifikant niedrigere Pseudomonas-Keimzahlen der
Hofe mit kombinierter Durchlauf- und Tankkihlung im Vergleich zu Betrieben mit alleiniger
Durchlauf- oder Tankkihlung. Bei der Tankkihlung, eine Art der Direktverdampfung, wird die
Milch unter stdndigem Ruhren mittels Kiihlaggregats im Tank herunter gekuhlt. Damit wird ein
Anfrieren der Milch an der Wandung des Tanks verhindert. Bei der Durchlaufkiihlung wird die
Rohmilch indirekt mittels Platten- oder Rohrkuhler herunter gekuhlt (Paul Mueller Company 2022;
Krémker 2007). Sowohl die Tank- als auch die Durchlaufkiihlung bergen bei unzureichender
Reinigung Risiken durch Anlagerung von Bakterien bis hin zur Biofilmbildung. Durch die

hintereinander geschaltete indirekte und direkte Kuhlung ist die Wahrscheinlichkeit der
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Minimierung des bakteriellen Wachstums am hdchsten, weshalb dadurch signifikant niedrigere
Pseudomonas-Keimzahlen zu erklaren sind.

Die Auswertungen zur Milchstapelung ergaben signifikant hhere Pseudomonas-Keimzahlen bei
Hofen mit Tank gegeniber jenen, die Rohmilch mittels Wanne und einer Kombination aus Wanne
und Tank stapelten. Dabei handelte es sich um je einen 6kologischen Erzeugerhof, der nicht bzw.
nicht ausschlieB3lich mittels Tank Milch stapelte, sodass die signifikanten Ergebnisse bzgl. der
Milchstapelung zu vernachlassigen sind.

Hinsichtlich der Abholungsintervalle wurde kein signifikanter Einfluss auf die Pseudomonas- und
Gesamtkeimzahl in Rohmilch ermittelt. Reguillo et al. (2018) stellten ebenfalls keine signifikante
Reduktion psychrotropher Bakterien bei taglicher Milchabholung im Vergleich zur Zweitagigen
fest. Dennoch ergaben ihre Analysen bei Betrachtung der Mittelwerte eine Reduktion der
Keimzahl mesophiler aerober Bakterien um 32 % und psychrotropher Bakterien um 18 % bei
taglicher Milchabholung im Vergleich zur zweitdgigen Abholung von Rohmilch. So kann von einer
kirzeren Lagerzeit bei taglicher Milchabholung bis zum Weitertransport zur Molkerei auf eine
Reduktion des Keimgehalts in Rohmilch abgeleitet werden. Dartiber hinaus sind Schwankungen
der kihl gelagerten Milch bei taglicher Abholung wahrscheinlich geringer im Vergleich zur zwei-
oder dreitdagigen Milchabholung, bei der durch Zugabe von frischer Milch (ca. 38 °C) eine
Temperaturerh6hung von bis zu 3 °C einhergehen kann (Reguillo et al. 2018).

In Bezug auf die verschiedenen Arten der Euterhygiene (Trocken, Einweg- oder waschbare
Tlcher, automatisch mittels Birste des Melkroboters) ergaben die in dieser Arbeit erfolgten
Untersuchungen keine signifikant héheren Pseudomonas-Keimzahlen. Verdier-Metz et al. (2009)
erstellten auf einer Single-Strand-Conformation-Polymorphism (SSCP) basierten Analyse Profile
von 67 Milcherzeugern. Die Untersuchungen ergaben, dass Milchbetriebe mit einem allgemeinen
hohen Hygieneniveau, darunter fallen Reinigung bzw. Desinfektion der Zitze vor bzw. nach dem
Melkvorgang sowie die korrekte Einstellung der Melkmaschine, eine gute Bellftung und
gereinigte Tranke, eine niedrigere Diversitat der Milchmikrobiota im Vergleich zu Milcherzeugern
mit niedrigem Hygieneniveau aufwiesen (Verdier-Metz et al. 2009). Betriebe mit geringer
Euterhygiene, mangelnder Sauberkeit der Melkanlage und des Melkbereichs wiesen hingegen
signifikant hohere Gesamtkeimzahlen und die hochste Diversitat der mikrobiellen
Zusammensetzung in Rohmilch auf (Verdier-Metz et al. 2009).

Weiterhin ergab die Analyse in dieser Arbeit keine signifikanten Unterschiede der Pseudomonas-
und Gesamtkeimzahlen in Abh&ngigkeit zur Jahreszeit, dem einzigen hofunabhangigen
Parameter. Mit einem Mittelwert von 3,6 = 1,4 und £ 1,3 log KbE/ml waren die Pseudomonas-
Keimzahlen in den Frihlings- und Wintermonaten in Rohmilch im Vergleich zu Sommer
(3,3+1,3log KbE/ml) und Herbst (3,2 + 1,2 log KbE/ml) leicht héher. Vithanage et al. (2016)
stellten den hochsten Keimgehalt an psychrotrophen Bakterien ebenfalls im Winter und die

geringsten Keimzahlen im Frihling fest. Es ist moglich, dass das Reinigungsregime der
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Milcherzeuger u. a. in Bezug auf die Melkanlage und im Allgemeinen in den Sommermonaten
aufgrund hoherer Temperaturen strenger eingehalten und ausgeweitet wurde. Infolgedessen
waren keine signifikant héheren Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen in den Analysen der
vorliegenden Arbeit im Sommer festzustellen. Andererseits sind die im Winter vorliegenden
Temperaturen fur das Wachstum psychrotropher Bakterien, wie Pseudomonas spp., geeignet.
Zusammen mit einem weniger strengen Reinigungsregime, kdnnten somit hdhere Pseudomonas-
Keimzahlen in den Wintermonaten erklart werden. Yap et al. (2021) belegten in ihrer Studie durch
metagenomische Shotgun-Analysen die durch Jahreszeiten bedingte signifikante Veranderung
der Milchmikrobiota. Auch andere Autoren zeigten Jahreszeit-bedingte Veranderungen der Milch-
Mikrobiota (Kable et al. 2019; Doyle et al. 2017a), wohingegen Leriche und Fayolle (2012) sowie
Vidal et al. (2017) im jahreszeitlichen Verlauf keine signifikanten Unterschiede der Pseudomonas-
Keimzahlen in Rohmilch feststellten.

Weitere Faktoren, die auf die Mikrobiota in Rohmilch und damit auf den Anteil an
Pseudomonas spp. Einfluss nehmen kénnen, sind: die Futterung der Tiere (Porcellato et al. 2021;
Hagi et al. 2010), die Hohenlage der Weidehaltung (Bonizzi et al. 2009), das Laktationsstadium
(Doyle et al. 2017a; Mcinnis et al. 2015), die Zitzenbehandlung vor dem Melkvorgang (Doyle et
al. 2017b), die Lagerbedingungen der Milch, wie Dauer und Temperatur (O'Connell et al. 2016),
und die Wetterbedingungen (Porcellato et al. 2021).

1.2 Identifikation der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in Rohmilch

Aus den Pseudomonas- und Gesamtkeimzahlen zur Analyse der Eintragsrouten durch die
Begehung von 8 Hofen waren individuelle, hofspezifische Eintragsrouten abzuleiten. Dabei
unterstreichen die Ergebnisse die Ubiquitdt von Pseudomonas spp. in Milchbetrieben. So wurde
bei Hof H5, H6 und H7 haufiger Pseudomonas-Keimzahlen von tber 4 log KbE/ml am Zapfhahn,
an der Dichtung des Zapfhahns und des Tankdeckels sowie am Entliftungsdeckel detektiert. Bei
Hof H3 und H4 der Pseudomonas-auffalligen Héfen wurde an der Halterung der Zitzenbecher
Pseudomonas-Keimzahlen von uber 4 log KbE/ml ermittelt. Bei den Erzeugerhéfen H5, H6 und
H7 handelte es sich um dkologische Milchbetriebe, die eine andere Molkerei belieferten als die
beprobten konventionell betriebenen Hoéfe H1 bis H4, H8A und B. Der Zeitpunkt der
Hofbegehungen war allen Landwirten bekannt, sodass nicht ausgeschlossen werden kann, dass
eine grobe Reinigung vorab bei einigen Milchproduzenten durchgefiuhrt wurde. Es ist daher
unklar, weshalb speziell 6kologische Milchbetriebe durch die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefihrten  Beprobungen deutlich hoéhere Pseudomonas-Kontaminationen und
Gesamtkeimgehalte im Bereich des Rohmilchtanks aufwiesen. Es ist daher fir zukinftige

Beprobungen zu Uberlegen, Erzeugerhofe einer Produktionsart (konventionell oder dkologisch)
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oder einer zugehoérigen Molkerei auszuwahlen, um die Ergebnisse der Keimzahlbestimmungen
gegenlberstellen zu kdnnen. Vacheyrou et al. (2011) untersuchten mdogliche bakterielle
Eintragswege mit Einfluss auf die Rohmilch-spezifische Mikrobiota von 16 Hofen wahrend der
Wintermonate. Mittels Selektivhahrbéden wurden von Luft-, Staub-, Heu- und Rohmilchproben
sowie Proben der Zitzenoberflaiche kulturelle Keimzahlbestimmungen durchgefthrt und
Rohmilch-Isolate mittels phanotypischer sowie DNA-basierter Methoden identifiziert. Die
Analysen zum Eintrag von Bakterien tber die Luft in Rohmilch ergaben eine &hnliche bakterielle
Zusammensetzung der Stallluft und der Luft im Melkbereich. Zudem wurde bei 22 % der Proben
(n = 9) Pseudomonas spp. in der Luft des Melkbereichs detektiert (Vacheyrou et al. 2011). Mit
Hof 8A und einer Pseudomonas-Keimzahl von 0,17 log KbE/10 | waren es im Rahmen dieser
Arbeit 11,1 % der Proben mit einem Pseudomonas-Nachweis in der Luft des Melkbereichs,
wodurch der Eintrag von Pseudomonas spp. Uber diese Eintragsroute in Rohmilch als
unwahrscheinlich eingestuft werden kann. Auch auf der Zitzenoberflache und in Heu- und Staub
wiesen Vacheyrou et al. (2011) Pseudomonas spp. nach, wobei die bakterielle Besiedlung der
Zitzen durch bspw. Einstreu (Zdanowicz et al. 2004), auf dem das Milchvieh zuvor lag, und der
Intensitat der Euter-/ Zitzenhygiene (Verdier-Metz et al. 2009) beeinflusst werden kann.

Ahnlich zu Porcellato et al. (2021) wiesen Capodifoglio et al. (2016) eine wetterabhingige
Pravalenz von Pseudomonas spp. an verschiedenen Probenahmestellen von 10 brasilianischen
Milchbetrieben nach. Dabei wurden im Vergleich zur Trockenzeit wahrend der Regensaison im
Mittel héhere Pseudomonas-Keimzahlen ermittelt, wobei die identifizierten Pseudomonas-Isolate
auch ein héheres proteolytisches Potential zeigten. Dass Pseudomonas spp. seinen Ursprung in
der Umwelt hat und in feuchter Umgebung wachst, ist bereits bekannt (Da Costa et al. 1996).
Die in dieser Arbeit im Milchfilter ermittelten Pseudomonas-Keimzahlen zwischen 3,79 und
7,93 log KbE/ml und Gesamtkeimzahlen zwischen 5,08 und 8,38 log KbE/ml zeigten eine hohe
bakterielle Kontamination auf. Leriche und Fayolle (2012) gingen bei ermittelten Pseudomonas-
Keimzahlen im Filter der Melkanlage von 7 franzosischen Erzeugerhéfen zwischen 1,7 und
4,5 log KbE/cm? von einer Eintragsquelle von Pseudomonas spp. in Rohmilch aus. Allerdings
dient dieser Filter dazu in Milch vorhandene Partikel, wie Heu, Kot und andere Verschmutzungen,
zurickzuhalten. Unter diesem Gesichtspunkt ist die erhdhte Pravalenz an Pseudomonaden,
welche an den organischen Materialien gebunden sind, nachzuvollziehen.

Weiterhin ermittelten Leriche und Fayolle (2012) Pseudomonas-Gehalte von 6,9 log KbE/cm? auf
Gummi-Halterungen der Zitzenbecher (washing rubber cups) wahrend des Melkvorgangs. Die
Analysen zu potentiellen Eintragsrouten in dieser Arbeit ergaben Pseudomonas-Keimzahlen von
tber 4 log KbE/cm? an Probenahmestellen aus Gummi, wie die Dichtung des Zapfhahns und des
Tankdeckels sowie die Dichtung des Sammelstiicks des Melkzeugs. Mdglich ist, dass
Oberflachen aus Gummi die Bildung von Biofilmen begtinstigen, weshalb diese These im Verlauf

dieser Arbeit noch beleuchtet wurde. Solche Stellen werden vermutlich durch die automatische
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Reinigung der Melkanlage aufgrund der schweren Zuganglichkeit nicht erfasst, sodass die
vorhandenen Bakterien nicht (vollstandig) beseitigt werden kénnen. Bei Bava et al. (2011)
korrelierten Gesamtkeimzahlen in Rohmilch signifikant positiv mit jenen der Zitzenbecher aus
Gummi, was die zuvor genannte These der durch Gummi-Oberflache geférderten Ausbildung von
Biofilmen unterstreicht. Auch Flach et al. (2014) schlieRen von hohen Pseudomonas-Keimzahlen
schwer zu reinigender Stellen, wie die von ihnen u. a. beprobten Milchablassventile, auf ein
hoheres Risiko zur Biofilmbildung. Derartige Verschmutzungen waren im Rahmen der
Hofbegehungen bereits visuell durch vorhandene wei3-gelbliche Reste an Dichtungen
verschiedenster Probenahmestellen (s. 0.) zu erkennen. Zudem sind die zuvor genannten Stellen
mit Pseudomonas-Keimzahlen von lber 4 log KbE/cm? mit einem geringen Aufwand zu erreichen,
sodass seitens der Landwirte eine manuelle Nachreinigung oder ein Austauschen einzelner
Dichtungen prinzipiell moglich wére. In einer telefonischen Nachbesprechung mit den Landwirten
wurde diese Empfehlung bereits ausgesprochen.

Das zur Reinigung der Melkanlage, des Kuhltanks und des Equipments eingesetzte Wasser kann
ebenfalls eine bakterielle Eintragsquelle darstellen (Perkins et al. 2009). Allerdings scheint der
Eintrag von Pseudomonas spp. in Rohmilch Uber das Wasser anhand der in dieser Arbeit
ermittelten Pseudomonas-Keimzahlen der untersuchten Wasserproben (Kalt-/ Warmwasser zur
Tank-, Melksystemreinigung und Nachspilung des Melksystems) vernachlassigbar zu sein.
Ausnahmen bildeten Pseudomonas-Keimzahlen von 2,57 und 243 log KbE/ml im
Nachspuilwasser des Melksystem bei Hof H4 und H7 sowie ein auffallig hoher Pseudomonas-
Wert von 4,46 log KbE/ml bei Hof H2. Da alle anderen Wasser-Proben der genannten Héfe
Pseudomonas-unaufféllig waren, kénnten in Bezug auf Hof H2, H4, und H7 eine zu niedrige
Wassertemperatur und/oder eine falsch eingestellte Konzentration des Reinigungsmittels
ursachlich fur die ermittelten Pseudomonas-Werte sein. Die Konzentration des Reinigungsmittels
ist mitunter von der Wasserhérte und der eingesetzten Wassermenge abhangig (Luttner 2016;
Bremer et al. 2009). Die Auswirkung der Wassertemperatur (= 35 °C) zur Reinigung des
Melkgeschirrs zeigten Bava et al. (2011) durch signifikant niedrigere Keimzahlen an
psychrotrophen Mikroorganismen in der Tankmilch sowie im Nachsptiilwasser der von ihnen
untersuchten Anlage. Die drei genannten Erzeugerhdéfe H2, H4 und H7 mit positivem
Pseudomonas-Nachweis im Nachspulwasser des Melksystems gaben an mit zirkulierender
Saure/Lauge zu reinigen. Bei dieser Reinigungsart werden saure und alkalische Detergenzien
alternierend angewandt, wobei alkalische Reinigungsmittel haufiger eingesetzt werden.
Alkalische Reiniger besitzen die Eigenschaft Fette zu verseifen und Proteine aufzuspalten,
wéhrend Sauren mineralische Ablagerungen l6sen (Binder 2022; Kakurinov 2014). Es ist mdglich,
dass die alternierende Anwendung der Reinigungsmittel vernachlassigt wurde und somit

Ablagerungen entstanden sind, die als Nahrboden fur Bakterien wie Pseudomonas spp., dienten.
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Auch bei den durch die Kriterien (s. Material und Methoden 4.2.1) als Pseudomonas-unauffallig
eingeordneten Hoéfe H7 und H8A, wurden bei der einmalig durchgefiihrten Hofbegehung
Gesamtkeimgehalte von 5,33 und 5,11 log KbE/ml und eine Pseudomonas-Keimzahl von
5,75 log KbE/ml (H7) in Rohmilch ermittelt. Daraus wird ersichtlich, dass es trotz guter
Hygienepraktiken in Folge eines und mehrerer Schwachstellen sporadisch zu einem erhdhten

Keimeintrag, u. a. mit Pseudomonas spp., in Rohmilch kommen kann.

2 Charakterisierung von Pseudomonas spp. hinsichtlich der
Biofilmbildung und der Peptidaseaktivitat

2.1 Analyse der Biofilmbildung von Pseudomonas spp.

Biofilme stellen in der Lebensmittelindustrie eine potentielle (Re-) Kontaminationsquelle von
Bakterien dar und koénnen so zum Verderb des Produkts beitragen (Shi und Zhu 2009).
Verderbserreger in der Lebensmittelkette ,Milch®, u. a. Pseudomonas spp., sind auf allen Stufen
der Milchproduktion zu finden (VIkova et al. 2008; Eneroth et al. 2000; Cleto et al. 2012; Flach et
al. 2014). Die Untersuchungen zur Biofilmbildung in Mikrotiterplatten mittels Kristallviolett-Assay
nach O'Toole (2011) sollten zeigen inwieweit diese Eigenschaft bei Pseudomonas-Isolaten unter
Kihltemperaturen in Milchmedium verbreitet ist. Nach 6-tagiger Inkubation bei 6 °C stellte sich
die Biofilmbildung in Mikrotiterplatten als stamm- und speziesspezifisch sowie als von der
Konzentration des Milchmediums abhangig dar. Friihere Studien (Rossi et al. 2016; Flach et al.
2014; Cleto et al. 2012) belegten die Biofilmbildung von Pseudomonas-Isolaten aus
milchverarbeitenden Betrieben in  Mikrotiterplatten und deren speziesabhangiges
Adhasionsvermdgen. Allerdings entspricht das Adhéasionsvermdgen auf Kunststoff-Oberflachen
(Mikrotiterplatten) nur bedingt den realen Bedingungen (Cleto et al. 2012; Flach et al. 2014),
weshalb neben der Quantifizierung der Biofilmmasse auch die Keimzahl im Biofilm (Ban und Kang
2016) in weiteren Untersuchungen auf Edelstahl bestimmt wurde. Die Versuche auf Edelstahl
stellten ebenfalls eine speziesspezifische und von der Konzentration des Milchmediums
abhangige Biofilmbildung dar und zeigten die Fahigkeit zur Ausbildung eines Biofilms von
Pseudomonaden in Milchmedium auf diesem Material. Auch Teh et al. (2012) belegten in ihrer
Studie die speziesabhangige Biofilmbildung auf Edelstahl-Oberflache unter Verwendung
rekonstituierter Magermilch. Speziesspezifische Biofilmbildung kann auf Strukturen der
Zelloberflache, wie Flagellen und Fimbrien, sowie auf Hydrophobizitat der Zelloberflache und
Motalitéat der Zelle zurtckzufiihren sein (Rossi et al. 2018; Katsikogianni und Missirlis 2004;
Donlan 2002). Dixon et al. (2018) stellten in ihrer Studie eine Ca?'-lonen-abhangige
Biofilmbildung von Isolaten aus Molkereiabwasser im Mikrotiterplatten-Format fest. Dabei wurde

eine hohere Biofilmbildung im Medium mit geringeren Konzentrationen bis zu 20 mM an Ca?*-

83



Diskussion

lonen gezeigt. Diese Beobachtung passt zu den Ergebnissen dieser Arbeit, da ebenfalls ein
signifikant hoheres Adhasionsvermogen auf Kunststoff (Mikrotiterplatten) in 10 und 50 %igen als
in 100 %igen Milchmedium nachzuweisen war und im verdinnten Milchmedium (10 und 50 %)
von einer geringeren Konzentration an Ca?'-lonen auszugehen ist. Abgeleitet von der
Konzentration ionischen Calciums in Rohmilch zwischen 2,78 und 4,24 mM (Lewis 2011) liegen
die in H-Milch vorliegenden Ca?*-Konzentrationen jedoch unter jenen, welche Dixon et al. (2018)
untersuchten. Guvensen et al. (2012) wiesen ebenfalls eine Ca?*-abhangige Biofilmbildung von
Sphingomonas paucimobilis nach. Allerdings wurde eine hohere Biofilmbildung in Ca?*-haltigem
Medium mit Konzentrationen bis 0,25 mM auf Edelstahl-Oberflache im Vergleich zu Medium, dem
kein Ca?* zugesetzt wurde, festgestellt. Die Erhohung der Hydrophobizitat der Zelloberflache
konnte ein weiterer Grund fir das verbesserte Anheftungsvermogen sein (Guvensen et al. 2012;
Song und Leff 2005). Auch die Fahigkeit zur Ausbildung von Biofilmen als Folge einer
Stressantwort, u. a. aufgrund eines limitierten N&hrstoffangebots, wurde in einigen Studien
beobachtet (Lories et al. 2020; Thomason et al. 2012) und konnte ein weiterer Grund fur die
Biofilmbildung im Medium mit geringerem Milchanteil (10 und 50 %) darstellen. Pseudomonas-
Isolate, die unabhdngig von der Wachstumsoberflache in keinem der drei Milchmedien
Biofilmbildung aufwiesen, besitzen womoglich nur schwach exprimierte oder fehlende Biofilm-
relevante Gene (Ozer et al. 2021; O'Toole und Kolter 1998). Molekularbiologische
Expressionsstudien kénnten diese Hypothese Uberprifen. Fir die in vitro Versuche in dieser
Arbeit wurde als Wachstumsmedium H-Milch (3,5 % Fett) verwendet, um mdglichst nah an die
Nahrstoffverfligbarkeit von Rohmilch zu gelangen und eine Reproduzierbarkeit des Mediums zu
ermdglichen. Nach Rodriguez-Rodriguez et al. (2001) ist der Calcium-Gehalt in Rohmilch mit
1653 + 207 mg/l héher als in thermisch behandelter Milch (1309 + 62 mg/l), wobei nur 10 % des
Calciums als lonen vorliegen (Lewis 2011). Es gibt Studien, die auf den Einfluss zweiwertiger
Kationen, wie Ca?*, durch Divalent Cation Bridging (DCB) auf die Biofilmentwicklung hinweisen
(Somerton et al. 2015). Darunter ist die Bindung zwischen zweiwertiger Kationen und negativ
geladenen Abschnitten der EPS zu verstehen, wodurch die Gesamtstabilitéat des Biofilmgertsts
verbessert werden kann (Teixeira und Oliveira 1999; van Hoogmoed et al. 1997; Dunne und Burd
1992). Es ist unklar, ob es durch die Wahl von H-Milch als Wachstumsmedium zu einer Uber-
oder Unterschatzung des Potentials zur Biofilmbildung in Rohmilch kam. Hierfur kodnnte
untersucht werden, ob eine positive Korrelation zwischen Ca?*- lonen und anderer Calcium-
Fraktionen (bspw. gebunden an Casein-Micellen als Calcium-Phosphat, an Citrat gebundenes
Ca?" im Serum) vorliegt.

In vergleichenden Versuchen wies die Biofilmbildung von fiinf ausgewahlten Pseudomonas-
Isolaten auf Edelstahl-Oberflache niedrigere Extinktionswerte als die Messungen in 96-Well-
Mikrotiterplatten aus Kunststoff auf, was auf eine hdohere Biofiimmasse auf Kunststoff- als auf

Edelstahl-Oberflache schlieBen lasst. Auch die Untersuchungen zur Quantifizierung der
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Biofilmmasse auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache ergaben ein isolatspezifisches und
oberflichenabhangiges Vermdgen zur Biofilmbildung. Eine oberflachenabhéangige
Biofilmbildung, u. a. von Pseudomonas spp., wurde bereits nachgewiesen (Mahto und Das 2021;
Lee et al. 2015; Oh et al. 2009; Teixeira et al. 2005; Joseph et al. 2001; Oliveira et al. 1994). Viele
Studien zeigten eine hohere Biofilmbildung auf hydrophoben, nicht-polaren Oberflachen, wie
Teflon und andere Kunststoffe, als auf weniger hydrophoben Oberflachen, zu denen Materialien
wie Glas und Metalle (u. a. Stahl) zahlen (Joseph et al. 2001; Sinde und Carballo 2000; Bendinger
et al. 1993). Laut Teixeira et al. (2005) zahlte Stahl (rostfreies Edelstahl Nr. 316 und Nr. 304)
sowie Gummi anhand der negativ gemessenen freien Adhasionsenergie zwischen Bakterienzelle
und Material in wassrigem Medium zu den hoch hydrophoben Materialien. Sie gaben zudem an,
dass die Oberflachenbehandlung bei Stahl Einfluss auf dessen hydrophobe Eigenschaft hat
(Teixeira et al. 2005). Neben der Art des Materials hat die Inkubationstemperatur ebenfalls einen
Einfluss auf die Bildung von Biofilmen (Han et al. 2016; Liu et al. 2015). In dieser Arbeit wurde
eine Kihltemperatur von 6 °C zur Durchfiihrung der Biofilm-Analysen von Pseudomonas spp.
gewahlt, da Rohmilch bei taglicher Abholung gemaf Verordnung (EG) Nr. 853/2004 unverzuglich
auf < 8 °C und bei nicht taglicher Abholung auf < 6 °C gekuihlt werden muss. Obwohl eine starkere
Biofilmbildung von Pseudomonas spp. aufgrund des Wachstumsoptimums bei mesophilen
Temperaturen wahrscheinlich ist (Andreani und Fasolato 2017), ergaben Untersuchungen zum
Wachstumsverhalten von Pseudomonas fluorescens und Pseudomonas extremaustralis eine
gesteigerte Produktion von extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) und stéarkere
Biofilmbildung bei 4 °C gegentiber 30 °C und bei 10 °C gegentiber 28 °C (Aswathanarayan und
Vittal 2014; Tribelli und L6pez 2011). Die Ergebnisse von Aswathanarayan und Vittal (2014) und
Tribelli und Lopez (2011) sowie der vorliegenden Arbeit belegen die Fahigkeit zur Ausbildung von
Biofilmen von Pseudomonas spp. bei Kiihltemperaturen.

Die zum Teil groRen Standardabweichungen der Extinktionswerte zur Quantifizierung der
Biofilmmasse mittels Kristallviolett-Assay lassen auf eine schwierige Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse bei dieser Methodik schlieen. Diese Problematik ist bereits bekannt, weshalb nach
relevanten Einflussfaktoren geforscht wird (Lewandowski et al. 2004). Bei der
Versuchsdurchfuihrung des Kristallviolett-Assays mit Edelstahl- und Gummi-Plattchen sind jedoch
Faktoren aufgefallen, die schwankende Extinktionswerte erklaren kdnnten. Zum Beispiel bleibt
nach dem Waschen des mit Kristallviolett-Losung eingefarbten Edelstahl- oder Gummi-
Plattchens Farbe an der hierfir eingesetzten Pinzette zurtick, welche auf dem Plattchen anheftet,
sobald es zum Trocknen abgelegt wurde. Dartiber hinaus kann sich durch Arbeiten mit einer
Pinzette beim Greifen des Plattchens stets Biofiimmaterial ablésen, was somit nicht angefarbt
und quantifiziert wird. Zur Optimierung der Methodik ist daher eine Pinzette mit extra-schmalen

Greifer zu empfehlen.
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Die Durchfihrung weiterer Untersuchungen zur Bildung von Multi-Spezies-Biofilmen im Kontext
.Milch* sollte zukiinftig erfolgen, da die in der Lebensmittelindustrie vorkommenden Biofilme aus
mehreren Bakteriengattungen und -spezies bestehen (Flach et al. 2014). Oliveira et al. (2019)
ermittelten eine hohe Biodiversitat in 10-tdgigen Rohmilch-assoziierten Multi-Spezies-Biofilmen
bei 7 °C auf Edelstahl-Oberflache. Dabei dominierten Bakterien der Klasse Gamma-
proteobacteria und Bacilli. Die Fahigkeit zur Biofilmbildung vieler Bakterien der beiden Klassen,
wie Serratia spp., Staphylococcus spp., Stenotrophomonas spp., Enterococcus spp. und
Pseudomonas spp., wurde bereits untersucht (Rosado de Castro et al. 2017; Cleto et al. 2012).
Im Vergleich zu Mono-Spezies-Biofilmen weisen Dual- und Multi-Spezies-Biofilme unter anderem
eine hohere Resistenz gegeniber antimikrobiellen Mitteln auf (Schwering et al. 2013), hemmen
das Wachstum oder verbessern das Uberleben pathogener Mikroorganismen (Ica et al. 2012;
Guillier et al. 2008). Insbesondere bei Multi-Spezies-Biofilmen spielt, neben der Bildung von EPS
und Biofilm-relevanter Gene sowie weiterer Faktoren, die Zell-zu-Zell-Kommunikation Uber
Quorum Sensing eine zentrale Rolle (Li et al. 2021). Bei dieser Art der Kommunkation erfolgt die
Sekretion und Detektion von Signal-Molekllen, wie N-Acylhomoserinlactone (AHLS),
Autoinducer-2-Molekule (Al-2) und autoinduzierte Peptide (AIP) (Skandamis und Nychas 2012;
West et al. 2006). Bei der Bildung gemischter Biofilme kann konkurrierendes oder synergistisches
Verhalten auf Intra- und Inter-Speziesebene beobachtet werden (Li et al. 2021; Alonso et al.
2020). Dabei ist Quorum Sensing bei der Biofilmbildung, -reifung und -ablésung von Bedeutung
und reguliert die Zelldichte sowie die metabolische Aktivitat reifer Biofilme, um sich u. a. an

Nahrstoffbedarf und -verfligbarkeit anzupassen (Yuan et al. 2018b).

2.2 Rasterelektronenmikroskopie von Biofilmen

Die rasterelektronenmikroskopischen (REM) Aufnahmen der Multi-Spezies-Biofilme in Rohmilch
auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache zeigten die Anordnung einzelner Zellen in ,Biofilminseln®
und im ,Biofilmrasen®. Dabei wiesen die REM-Aufnahmen auf ein temperaturspezifisches Biofilm-
Wachstum auf Edelstahl- und Gummi-Oberflache, mit ausgepréagter Biofilmbildung bei 20 °C, hin.
Die ermittelten Keimzahlen (s. Ergebnisse 2.2.1.2) der bei 20 °C inkubierten Rohmilch-Biofilme
im Vergleich zur Inkubation bei 6 °C stimmten mit dieser Beobachtung tberein. REM-Aufnahmen
der Mono-Spezies-Biofilme von Pseudomonas spp. in 100 %igem Milchmedium zeigten
speziesabhangige morphologische Unterschiede. Daraus ist auf eine speziesspezifische
Biofilmbildung und Auspragung der Biofilm-Matrix zu schlieen, die bereits durch mehrere
Analysen mittels Kristallviolett-Assay beobachtet wurde (Rossi et al. 2018; Flach et al. 2014; Cleto
et al. 2012). AuRerdem befinden sich in Rohmilch eine Vielzahl an Mikroorganismen, deren

Vermogen zur Biofilmbildung unbekannt ist (Oliveira et al. 2019). Zukinftig von Interesse sind

86



Diskussion

daher rasterelektronenmikroskopische Analysen von Multi-Spezies-Biofilmen bestehend aus
Biofilm-produzierenden Stammen und solchen ohne dieses Charakteristikum, um Unterschiede
in der Ausbildung der EPS bzw. der Biofilm-Matrix analysieren zu kénnen.

Extrazellulare Substanzen, deren Erscheinung als glatt, netzartig-filamentos, gelartig, aber auch
als granulatartig beschrieben werden (Dohnalkova et al. 2011; Westall et al. 2000), konnten in
den REM-Aufnahmen kaum beobachtet werden. Daraus konnte auf eine schwach ausgepragte
Biofilm-Matrix bei den Rohmilch-assoziierten Multi-Spezies-Biofilmen geschlossen werden.
Moglicherweise lagerten sich auch Casein-Micellen an die filamentdse Biofilm-Matrix an, sodass
diese in den Aufnahmen nicht sichtbar war. Dabei ist zu berticksichtigen, dass die REM-Analytik
von Biofilmen aktuell in Kooperation mit dem Institut fiir Lebensmittel- und Bioverfahrenstechnik
des Max Rubner-Instituts optimiert wird, sodass dies Einfluss auf die Aussagekraft zukunftiger
Aufnahmen haben kann. Alternativ zur klassischen REM-Analyse im Hochvakuum, kann die sog.
Niederdruck-Elektronenmikroskopie  eingesetzt werden. Mittels ESEM-Modus (engl.
environmental scanning electron microscope) entféllt eine Entwasserung und Kritisch-Punkt-
Trocknung der Proben (s. Material und Methoden 5.3.2), wodurch unerwiinschte Trocknungs-
Artefakte wie strukturelle Veranderungen der Biofilm-Matrix vermieden werden. Im ESEM-Modus
wird die Probe im Niedervakuum und bei Kihltemperaturen zwischen 2 und 4 °C in einer
Wasserdampfatmosphare analysiert, was den natirlichen Umweltbedingungen sehr nahe
kommt. Dadurch ist eine hydratisierte Probe gewahrleistet und auch die stark hydratisierten EPS-
Strukturen lassen sich in den Aufnahmen darstellen (Flemming 2016; Abed et al. 2012; Fedel et
al. 2007). Allerdings sind Zellunterscheidungen durch das semi-transparente Erscheinungsbild
der EPS nur begrenzt mdglich, welche wiederum durch die REM-Analyse mdéglich sind (Fedel et
al. 2007). Zuklnftig kénnen kombinierte Biofilm-Analysen mittels REM- und ESEM-Modus
durchgefuihrt werden, um die Vorteile beider Mikroskopiertechniken zu nutzen. Weiterhin stellt die
konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) kombiniert mit Fluoreszenzféarbung ein beliebtes
Instrument dar, um strukturelle und funktionelle Informationen tber den Aufbau der Biofilm-Matrix
zu erhalten. Durch Fluorophor-konjugierte Lektine kdnnen EPS-Strukturen lokalisiert und diese
u. a. mit Hilfe einer Bildbearbeitungssoftware quantifiziert werden (Reichhardt und Parsek 2019).
Der Gesamtkeimgehalt fur die Multi-Spezies-Biofilme eingesetzte Rohmilch einer Milchtankstelle
in Schleswig-Holstein betrug 6 log KbE/ml und lag somit Giber dem Richtwert fir die Keimzahl in
roher Kuhmilch gemafld RohmilchGutV (2021) von < 5 log KbE/ml. Nicht klar ist, ob zum Zeitpunkt
der Abholung schon tagesfrische Rohmilch oder sich noch Milch vom Vortrag in der
Milchtankstelle befand. Bekannt ist, dass der mikrobielle Status der Milchausgabeautomaten
nicht immer einwandfrei ist (Bohnlein et al. 2021). Zur Einschétzung der Hygienebedingungen
wurde der mikrobielle Status neben der Pseudomonas-Keimzahl anhand des Keimgehalts von
Enterobacteriaceae, E. coli sowie Hefen und Schimmel der eingesetzten Rohmilch ermittelt.

Dabei lagen die Keimzahlen fir Pseudomonas spp. (4,5 log KbE/ml), Enterobacteriaceae (4,9 log
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KbE/ml), Hefen und Schimmelpilze (3,5 log KbE/mI) der untersuchten Rohmilch Uber den
Durchschnittswerten, welche Boéhnlein et al. (2021) fir die genannten Keimgruppen in 110
Rohmilchproben von Milchtankstellen ermittelten. In genannter Studie wurden Keimzahlen fir
Pseudomonas spp. von 3,9 + 1,3 log KbE/mI, flir Enterobacteriaceae von 2,7 + 1,2 log KbE/mI
sowie fur Hefen und Schimmelpilze von 3,1 + 0,9 log KbE/ml und 1,5 £ 0,8 log KbE/ml ermittelt
(Bohnlein et al. 2021). Der Gehalt an E. coli der in dieser Arbeit verwendeten Rohmilch war mit
4,3 log KbE/ml im Vergleich zu Bohnlein et al. (2021) mit einem Durchschnitts-Keimgehalt von
1,4 + 0,8 log KbE/ml und im Vergleich zu Pyz-tukasik et al. (2015) mit Werten zwischen 0,7 und
2,0 log KbE/ml sehr hoch. Coliforme Keime, zu denen E. coli zahlt, kbnnen Folge eines
unzureichenden Hygienestatus der Tiere, der Umweltbedingungen oder einer bakteriellen
Kontamination von Melkanlage und -ausriistung sein (Murphy und Boor 2000).

Die Gesamtkeimzahlen der Rohmilch-assoziierten Multi-Spezies-Biofilme auf Edelstahl- und
Gummi-Oberflache bei 6 °C wiesen auf temperaturspezifisches Wachstum hin. Wahrend fur
Pseudomonas spp. und Enterobacteriaceae Keimzahlen von 5,1 + 0,1 und 5,8 + 0,2 log KbE/cm?
auf Edelstahl-Oberflache und Keimzahlen von 4,4 + 0,2 und 4,8 + 0,6 log KbE/cm? auf Gummi-
Oberflache ermittelt wurden, zeigten Escherichia coli sowie Hefen und Schimmelpilze bei 6 °C
auf beiden Oberflachen wenig (Escherichia coli: < 1 log KbE/cm?) bzw. kein Wachstum. Das
dominierende Wachstum psychrotropher Bakterien in Rohmilch, zu denen Pseudomonas spp.
und Stamme der Gattung Enterobacteriaceae zahlen, bei Kihltemperaturen ist bekannt und stellt
durch den enzymatisch bedingten Verderb eine Herausforderung fir die Milchindustrie dar
(Martins et al. 2018; Machado et al. 2017; Neubeck et al. 2015; Samarzija et al. 2012). Yuan et
al. (2018a) untersuchten und belegten das Vermoégen zur Biofilmbildung psychrotropher
Bakterien (u. a. Pseudomonas azotoformans und Serratia quinivorans), wohingegen Teh et al.
(2014) das Risiko der Biofilme als Quelle flr Verderbnis-Enzyme, wie Proteasen und Lipasen,
hervorhoben. Abhangig vom mikrobiellen Status der Rohmilch ist eine gesteigerte Biofilmbildung
moglich, wodurch der Anteil proteolytischer Bakterien insbesondere bei Kuhltemperaturen
steigen kann (Oliveira et al. 2019). Das Wachstum von Escherichia coli sowie Hefen und
Schimmelpilzen in Rohmilch-assoziierten Multi-Spezies-Biofilmen mit 6-tagiger Inkubation bei
20 °C wurde mit Keimzahlen von 3,6 + 0,6; 3,9 + 0,6 und 3,1 + 0,5 log KbE/cm? auf Edelstahl-
Oberflache und mit Keimzahlen von 4,4 + 0,1; 4,1 + 0,3 und 3,2 + 0,1 log KbE/cm? auf Gummi-
Oberflache in dieser Arbeit belegt. Die Pseudomonas-Keimzahlen nahmen in den untersuchten
Rohmilch-assoziierten Multi-Spezies-Biofilmen bei der Inkubation bei 20 °C ab. Dabei konnte die
mesophile Temperatur das Wachstum anderer, mesophiler Gattungen, wie Escherichia coli,
Hefen und Schimmelpilzen, begtnstigt haben, wodurch bei Adhasion an Edelstahl- oder Gummi-
Oberflache ein Konkurrenzdruck entstanden ist. Die Eigenschaft zur Biofilmbildung mesophiler
Bakterien, wie Bacillus licheniformis und Geobacillus stearothermophilus, wurde bereits

untersucht (Sadiq et al. 2017). Ein kulturunabhéngiges Verfahren zur Ermittlung der
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Zusammensetzung von Multi-Spezies-Biofilmen auf unterschiedlichen Oberflachen stellt die
Sequenzierung des Biofilm-Mikrobioms dar (Oliveira et al. 2019). Durch 16s rDNA Amplikon-
Sequenzierung kdénnen Sequenzen in sog. OTUs (operation taxonomic units) gruppiert und
anhand deren Zusammensetzung oberflichenabhéngige Biofilm-Morphologien analysiert

werden.

2.3 Charakterisierung von Pseudomonas spp. hinsichtlich der Peptidaseaktivitat in
Biofilmen

Fur eine erste Charakterisierung der Peptidaseaktivitat von Pseudomonas-lsolaten aus Rohmilch
wurde ein Screening auf 1 %igem Magermilch-Agar durchgefiihrt. Peptidaseaktive Isolate
lysierten wahrend der Inkubation von 6 Tagen bei 6 °C das Casein im Magermilch-Agar. Von den
untersuchten 38 Stammen waren 53 % (20/38) bzw. 10 % (4/38) stark bzw. sehr stark
peptidaseaktiv. 29 % (11/38) der Isolate wiesen keine Peptidaseaktivitéat auf. Viele Studien
belegen bereits die Fahigkeit zur Peptidasebildung von Rohmilch-assoziierten Pseudomonas-
Isolaten bei Kihltemperaturen (Ribeiro et al. 2018; Meng et al. 2017; Baur et al. 2015a; Wang
und Jayarao 2001). Meng et al. (2017) untersuchten das proteolytische Verderbspotential von
143 Pseudomonas-Isolaten aus Rohmilch tierischen Ursprungs auf 10 %igem Milch-Agar, wovon
sich 72,7 % der Isolate bei 7 °C proteolytisch aktiv verhielten. Dies ist vergleichbar mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, da 71,0 % der untersuchten Pseudomonas-Isolate
Peptidasebildner waren und somit das Verderbspotential von Pseudomonaden bei
Kihltemperaturen in Milch gezeigt wurde. Meng et al. (2017) untersuchten neben der
Peptidaseaktivitat bei 7 °C auch weitere Kuhltemperaturen. Die Anzahl der peptidaseaktiven
Isolate (in Klammer) bei 2 °C (28,0 %), 4 °C (51,8 %) und 10 °C (71,3 %) verdeutlichen die
Relevanz der Einhaltung von Kuhltemperaturen, da sich die Anzahl an peptidaseaktiven
Pseudomonas-Stammen mit niedrigen Kihltemperaturen reduzierte. Es ist jedoch darauf
hinzuweisen, dass mit einem abnehmenden Pseudomonas-Gehalt nicht ,,per se* auch die Starke
der Enzymaktivitat verringert wird und daher auch ein entsprechendes Verderbsrisiko bei sehr
niedrigen Kuhltemperaturen bestehen bleibt.

Maier et al. (2020) analysierten die Korrelation zwischen der Organisation des aprX-lipA2-
Operons, welches die Metallopeptidase AprX codiert, und der Auswirkung auf das proteolytische
Verderbspotential mittels Agar-Diffusions-Assay von 129 Pseudomonas-Typstdmmen. Dabei
waren 33,3% dieser Pseudomonas-Stamme mit dem Operon-Typ 1 (aprXIDEFprtABlipA2) hoch
proteolytisch und wiesen im Mittel signifikant héhere Werte gegentiber Pseudomonas-Stammen,
die den Operon-Typen 2 (aprXIDEFIlipA2), 3 (aprXIDEF//prtAB) und 4 (aprXIDEFprtABIipA12)

zuzuordnen waren, auf (Maier et al. 2020). Sollte das sequenzierte Bakteriengenom vorliegen,
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eignet sich die Betrachtung der aprX-lipA2-Operon-Anordnung zukinftig als weitere Screening-
Methode bei der Auswahl Peptidase-produzierender Pseudomonas-Stamme.

Die Untersuchungen zur Bestimmung der Peptidaseaktivitat mittels Fluorescamin-Assay zeigten
im Rahmen dieser Arbeit die Bildung von Peptidasen in Pseudomonas-Biofilmen bei
Kihltemperatur. Die Analysen ergaben unter den untersuchten Wachstumskonditionen im Mittel
eine signifikant hohere Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter Zellen gegentber planktonischen
Zellen (s. Abbildung 25). So wurde bspw. eine 190-fach hdhere Aktivitat der Biofilm-assoziierten
Zellen von P. proteolytica L1-105 im Vergleich zur planktonischen Wuchsform ermittelt. Eine
hohere Enzymaktivitéat in Biofilmen im Vergleich zur Flissigkultur konnten auch andere Studien
belegen (Liu et al. 2015; Teh et al. 2012; Gamarra et al. 2010; Frglund et al. 1995). So wiesen
schon Frglund et al. (1995) und Gamarra et al. (2010) hohere enzymatische Aktivitaten in
Biofilmen aus Schlamm bzw. von Aspergillus niger als in deren planktonischen Wuchsformen
nach. Neben der signifikant htheren Peptidaseaktivitat im Biofilm im Vergleich zur Flussigkultur
von Pseudomonas lundensis aus Schweinefleisch, wiesen Liu et al. (2015) eine Korrelation
zwischen Peptidaseaktivitdt und der Masse an gebildeten Biofilm nach. Teh et al. (2012) kamen
in ihren Untersuchungen zur Peptidaseaktivitdt zwischen Biofilmen auf Edelstahl und
planktonischer Zellen Gram-positiver und -negativer Bakterienstamme in Magermilch zur
gleichen Feststellung wie in der vorliegenden Arbeit und wiesen ebenfalls eine stammspezifische
Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter und planktonischer Zellen nach. Teh et al. (2013) zeigten
in einer weiteren Studie auch eine hohere lipolytische Aktivitat Biofilm-assoziierter Zellen von
Staphylococcus aureus. Erst vor kurzem vertffentlichten Elegbeleye und Buys (2022)
Forschungsergebnisse zum proteolytischen und lipolytischen Verderbspotential von Bacillus
subtilis und Bacillus velezensis in Biofilmen. Neben des Biofilm-assoziierten stammspezifischen
Verderbspotentials, ergaben die Analysen ein hoheres proteolytisches und lipolytisches
Verderbsrisiko bei Bacillus-Isolaten aus Milch mit geringer Biofilm- und Komplexbildung auf
Edelstahl-Oberflache im Vergleich zu starken Biofilmbildnern. Bei schwachen biofilmbildenden
Bacillus-lIsolaten ohne 3-dimensionaler Komplexbildung hypothetisierten Elegbeleye und Buys
(2022) fehlende Sauerstoff- und N&hrstoffgradienten, die sonst die Bildung metabolisch ruhender
Persisterzellen und Sporen ermgglichen. Demnach kdnnen in schwach ausgepragten Biofilmen
mit geringer Komplexbildung hauptsachlich aktive Zellen mit Enzym-sekretierender Eigenschaft
vorliegen.

Ein Grund fur die hohere Enzymaktivitat Biofilm-assoziierter Zellen im Vergleich zur
planktonischer Wuchsform in Flussigkultur kann die unterschiedliche Expression Enzym-
codierender Gene sein (Gamarra et al. 2010; Wang und Chen 2009; Oosthuizen et al. 2001).
Auch die Folge einer Stressantwort, wobei die Akkumulation der Enzyme innerhalb des Biofilms
als eine Art Uberlebensmechanismus dient, kann zur héherer Enzymaktivitdt von Biofilm-

assoziierten Zellen fiihren (Spector und Kenyon 2012; Thomason et al. 2012). Ursache einer
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Stressantwort kann unter anderem ein niedriges Nahrstoffangebot sein, welche Teh (2013)
anhand der erhdhten lipolytischen Aktivitat Biofilm-assoziierter Zellen im Vergleich der Aktivitat
bei hoherem Néahrstoffangebot feststellte. Da in den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zur
Charakterisierung der Peptidaseaktivitat H-Milch (3,5 % Fett), also 100 %iges Milchmedium,
eingesetzt wurde, besteht die Mdglichkeit einer hoheren Enzymaktivitat in verdinntem
Milchmedium, wie 10 und 50 %igem. Zudem ist die extrazellulare Produktion von Peptidasen
psychrotropher Mikroorganismen unter anderem von erndhrungsphysiologischen und
chemischen Parametern wie Stickstoff- und Kohlenstoffquellen, anorganischen Salzen, der
Sauerstoffkonzentration und dem Vorhandensein leicht verstoffwechselbarer Zucker abhéngig.
Darlber hinaus nehmen weitere Faktoren wie pH-Wert, Temperatur, Inkubationszeit und
Inokulationsdosis auf die Peptidaseproduktion Einfluss (Ribeiro et al. 2018; Kasana 2010;
Secades et al. 2003).

Es ist bereits bekannt, dass Quorum Sensing bei den unterschiedlichen Stadien der
Biofilmbildung eine Rolle spielt. Es gibt zudem Hinweise, dass das Quorum Sensing-System der
Bakterien die Enzymaktivitat mitreguliert und somit einen Einfluss auf das bakterielle
Verderbnispotential nimmt (Yuan et al. 2018b; Liu et al. 2007). So stellten Liu et al. (2007) eine
niedrigere Peptidaseaktivitat anhand der verringerten Expression des Peptidase-Gens aprX von
Pseudomonas fluorescens in AHL-armer Umgebung fest. Neben Quorum Sensing beeinflussen
Faktoren wie Jahreszeit, Temperatur, Eisengehalt und Phase Variation die Enzymproduktion der
Bakterien (Teh et al. 2014; Marchand et al. 2009a; Maunsell et al. 2006; Nicodéme et al. 2005;
van den Broek et al. 2005; Woods et al. 2001).

Die in vorliegender Arbeit ermittelten Ergebnisse zur Peptidaseaktivitat Biofilm-assoziierter Zellen
auf Gummi- im Vergleich zur Edelstahl-Oberflache zeigten bei den beiden untersuchten
Pseudomonas-Stammen hohere Aktivitdten auf Gummi-Oberflache. Bei P. proteolytica L1-105
und P. protegens L1-101 wurden zuvor signifikant héhere Biofiimmassen in 100 %igem
Milchmedium auf Gummi- im Vergleich zur Edelstahl-Oberflache ermittelt (Abbildung 16). Dies
kann auf einen Zusammenhang zwischen dem Vermdgen zur Biofilmbildung und der Produktion
von Peptidasen hinweisen. In einem umfangreicheren Studiendesign mit einer héheren Anzahl
an Rohmilch-assoziierten Pseudomonas-Stammen sollte diese Hypothese in weiteren Arbeiten
analysiert werden.

Zudem ist die Relevanz von Multi-Spezies-Biofilmen zu berlcksichtigen, da Biofilme
naturlicherweise aus mehreren Bakteriengattungen zusammengesetzt sind (Jahid und Ha 2014;
Elias und Banin 2012). Daher kdnnen auch Bakterienisolate mit schwach ausgepragtem oder
fehlendem Vermégen zur Biofilmbildung in die Matrix stark biofilmbildender Bakterien
eingeschlossen werden (Cleto et al. 2012). So wiesen Teh et al. (2012) keine proteolytische
Aktivitdt von Pseudomonas fragi und Bacillus licheniformis in separaten Mono-Biofilmen nach,

sondern erst als diese gemeinsam im Biofilm wuchsen. Schon Abate et al. (1999) konnten eine
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hohere Produktion amylolytischer Enzyme in der Co-Kultur von Bacillus amyloliquefaciens und
Zymomonas mobilis gegenlber deren Reinkulturen nachweisen.

Fur die Bestimmung der Peptidaseaktivitat von Pseudomonas-Stammen wurde in dieser Arbeit
ein Screening auf Magermilch-Agar und die Quantifizierung mittels Fluorescamin-Assay
herangezogen. Ein Vorteil des Screenings auf Magermilch-Agar zur Bestimmung der
Peptidaseaktivitat war die visuelle Darstellung der Enzymaktivitat als Lysezone und eine simple
Durchfiihrung der Methodik. Ein Nachteil dieser Methode ist die Kultivierung der Rohmilch-Isolate
auf festem Nahrboden. Dies kann zu einem anderen Wachstumsverhalten als die Kultivierung in
Flussigkultur, wie Milch, fihren und entspricht somit nicht der Lagerung einer Suspension, wie
Rohmilch. Zudem kann u. a. die Saurebildung aus Laktose durch Glykosid-Hydrolasen, welche
zur Casein-Hydrolyse im Nahrboden fihrt, zu falsch positiven Ergebnissen auf diesem Agar
fuhren (Morris et al. 2012). Die Bestimmung der Peptidaseaktivitdt von planktonischen Zellen
mittels Fluorescamin-Assays in Flussigkultur hingegen kam den Realbedingungen néher.
Wahrend einer 4- bis 6-monatigen Lagerung untersuchten Stoeckel et al. (2016) die durch
Pseudomonas spp. hervorgerufenen Produktdefekte von (mit und ohne mit Pseudomonas spp.
gespikter) UHT-Milch, um Korrelationen zwischen der Peptidaseaktivitait und des
Produktverderbs zu analysieren. Ab einer Peptidaseaktivitat von 0,03 + 0,00 pkat/ml (= 30 fkat/ml)
konnte als erste Verderbserscheinung die Bildung von Bitterstoffen, gefolgt von Partikelbildung,
beobachtet werden. Ein Aufrahmen wurde bei einer Peptidaseaktivitdt von = 0,07 pkat/ml
(= 70 fkat/ml) nach 2-4 Monaten festgestellt. Anschlieend folgte die Bildung von Protein-
Sediment und zuletzt die Gelierung der Milch ab einer Peptidaseaktivitat von 0,16 pkat/ml
(= 160 fkat/ml) und einer Lagerzeit ab 4 Monaten (Stoeckel et al. 2016). Ein Vergleich der
Studienergebnisse von Stoeckel et al. (2016) und der Ergebnisse dieser Arbeit zur
Peptidaseaktivitat von Biofilm-assoziierten und planktonischen Zellen von Pseudomonas spp. ist
nicht moglich, da die Studiendesigns trotz gleicher Testmethode (Fluorescamin-Assay) zu sehr
voneinander abweichen. Es ist daher von Interesse, kombinierte Untersuchungen zur
Biofilmbildung von Pseudomonas spp. auf Edelstahl- oder Gummi-Oberflache und
darauffolgenden Lagerversuchen mit von Biofilm-assoziierten und planktonischen Zellen
sekretierten Peptidasen, ahnlich zu Stoeckel et al. (2016), durchzufuhren.

Aufgrund der Ergebnisse der quantifizierten Biofiimmasse und Peptidaseaktivitat Biofilm-
assoziierter und planktonischer Zellen von Pseudomonas spp. auf Edelstahl- und Gummi-
Oberflache im Medium Milch wurden P. proteolytica, P. protegens, P. lactis und P. gessardii als
potentielle ,Problemkeime® mit erhéhtem Verderbnispotential fiir die milchverarbeitende Industrie
identifiziert. In weiterfihrenden Untersuchungen ist daher die Analyse der biofiimbildenden
Eigenschaft und das enzymatisch bedingte Verderbspotential von Multi-Spezies-Biofilmen unter

Berlicksichtigung der zuvor gelisteten potentiellen ,Problemkeimen® von Interesse.
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Die Analysen zur Pravalenz von Pseudomonas spp. in norddeutscher Rohmilch hinsichtlich
hofspezifischer Einflussfaktoren ergaben signifikant unterschiedliche Pseudomonas-Keimzahlen
unteranderem bei den Faktoren ,Produktionsart®, ,Spulsystem®, ,Rohmilch-Kihlung“ und
.rierhaltung®. Allerdings mussen beim Fragebogen mdgliche Verstandnisfehler seitens der
.Beantworter® sowie miteinander zusammenhangende Parameter berlcksichtigt werden. In
weiterfiihrenden Arbeiten sollten daher wechselseitige Einflisse zwischen einzelner
Hofparameter untersucht und in zukinftigen Analysen beachtet werden. Hierbei kdnnte eine
multivariate Statistik, wie die Hauptkomponentenanalyse, Anwendung finden.

Die Untersuchungen der Eintragsrouten von Pseudomonas spp. in Rohmilch ergaben keine
hoher belasteten Bereiche bei Pseudomonas-auffdlligen Hofen gegeniber Pseudomonas-
unauffalligen Milcherzeugern. Jedoch wurden kritische Stellen, wie der Zapfhahn, der
Entliftungsdeckel des Rohmilchtanks und die Halterung der Zitzenbecher sowie Dichtungen aus
Gummi, hofubergreifend detektiert. Die Beprobungen der Hofe erfolgte in dieser Arbeit lediglich
einmalig, sodass Veranderungen der Keimzahlen bei den jeweiligen Probenahmestellen zu
einem anderen Zeitpunkt sehr wahrscheinlich sind. Fir die Zukunft sind wiederholte,
systematische Begehungen der Hoéfe und Beprobungen kritischer Stellen zu empfehlen, um ein
besseres Verstandnis fir die Dynamik der Kontamination durch Pseudomonas spp. auf den
Hofen zu erhalten und MaRnahmen zur Reduktion durch z. B. angepasste Reinigungsstrategien
ableiten zu kdnnen. Auzerdem kann bei der zukiinftigen Auswahl der zu beprobenden Héfe eine
homogene Verteilung hofspezifischer Parameter helfen, um die Keimgehalte mdéglichst vieler
Probenahmestellen vergleichen zu kénnen. So sollten Héfe mit einheitlichem Melksystem die
gleichen Probenahmestellen aufweisen, was eine bessere Gegeniberstellung der Ergebnisse
ermoglicht.

Grundsatzlich sollten unabhéangig von den Jahreszeiten die Pflege und Wartung der Melkanlagen
kontinuierlich eingehalten werden (Luttner 2016). Von den Ergebnissen der Hofbegehungen
abgeleitet empfiehlt sich die manuelle Reinigung kritischer Stellen, wie Gummi-Dichtungen, und
im Rahmen der regelmaflligen Wartung der Austausch von u. a. Dichtungen und
Verbindungsstiicken. Darliber hinaus sind bei einer effizienten Reinigung des Melkstands im
Sinne des ,Sinner’schen Kreises* (s. Einleitung 3.2) die optimal aufeinander abgestimmten
Faktoren Reinigungs- und Desinfektionsmittel, Zeit, Temperatur und Mechanik unerlasslich. Teile
der Melkanlage aus Gummi, wie Zitzenbecher, sind im standigen Kontakt mit Milchfett,
alkalischen und saurehaltigen Reinigungsmitteln sowie heillem Wasser und kdénnen dadurch
vorzeitig altern (Paliy et al. 2020; Luttner 2016). Die durch den Verschlei3 entstandenen Risse
begiinstigen wiederum eine bakterielle Besiedlung und fordern die Bildung von Biofilmen
(Kiermeier et al. 1967). Neben der Biofilmbildung auf Kunststoff-Oberflaiche (Mikrotiterplatte)
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zeigten die Analysen die Fahigkeit zur Ausbildung von Biofilmen von Pseudomonas-Isolaten auf
Edelstahl- und Gummi-Oberflache in Milchmedium bei einer Kihltemperatur von 6 °C. Da
Biofilme ein gangiges Reservoir fur Bakterien darstellen, kann ein erhdhtes Risiko der
Kontamination mit Pseudomonas spp. durch Biofilme in milchproduzierenden und -
verarbeitenden Betrieben abgeleitet werden. Daraus ergibt sich die Empfehlung, MaRnahmen
einzuleiten, die das Risiko zur Ausbildung von Biofilmen minimieren. Durch die Einhaltung eines
korrekten Reinigungsregimes und die manuelle Reinigung kritischer Stellen (s. Ergebnisse 1.2.2)
konnte der Eintrag von Pseudomonas spp. in die Rohmilch Gber Biofilme reduziert werden.

Auch wenn die Einhaltung von Kihltemperaturen wahrend Lagerung und Transport von Rohmilch
gewahrleistet sein sollte und dadurch verlangsamtes bakterielles Wachstum einhergeht,
verdeutlichen die Untersuchungsergebnisse das Risiko, welches Peptidase-produzierende
Biofilme fur Milchbetriebe bergen kdnnen. Mit einer signifikant hdheren Peptidaseaktivitat bringen
Pseudomonas-Biofilme unter den gegebenen Untersuchungsbedingungen ein erheblich hoheres
Verderbspotential mit sich als die in Flissigkultur befindlichen planktonischen Pseudomonas-
Zellen. Analysen zur Peptidaseaktivitat in Multi-Spezies-Biofilmen, bestehend aus Pseudomonas-
Isolaten mit weiteren Rohmilch-assoziierten Bakterien, sowie zum Vermogen zur Biofilmbildung
auf weiteren in Milchbetrieben vorkommenden Materialien, wie Gummi und Silikon, wirden
weitere Einblicke in das Verderbnispotential von Peptidase-produzierenden Biofilmen
ermdglichen. DarlUber hinaus ist die Peptidasebildung Biofilm-assoziierter Zellen auch bei
geringem Nahrstoffangebot von Interesse, da im Milchbetrieb infolge der Reinigung verdiinnte
Milchreste, bspw. in Rohren, zurlickbleiben und eine Mdglichkeit zur bakteriellen Besiedlung
darstellen. Dabei kann eine erhdhte Enzymproduktion einhergehen (Teh 2013). Auch
Langzeitauswirkungen von in Rohmilch sekretierten Biofilm-assoziierten Peptidasen und
anschlielender UHT-Behandlung sowie Lagerung der hitzebehandelten Milch sollten untersucht
werden. Damit kénnten Korrelationen zwischen Keimzahlen im Biofilm, der Peptidaseaktivitat
Biofilm-assoziierter Zellen sowie Produktdefekte infolge des proteolytischen Verderbs hergestellt
werden. Weiterhin ist die Optimierung eines effizienten Reinigungsregimes in
milchproduzierenden -und verarbeitenden Betrieben zu empfehlen, um die Wahrscheinlichkeit
zur Bildung eines Reservoirs fur Bakterien zu minimieren. Weitere Analysen hinsichtlich der
strukturellen Zusammensetzung von Milch-assoziierten Biofilmen bzw. Biofilm-Matrices sind
erforderlich, um den Beitrag von Multi-Spezies-Biofilmen beim Verderb von Milch und
Milchprodukten einzuschatzen. Darlber hinaus sind die Erkenntnisse Uber die
Zusammensetzung dieser Biofilme fur die Entwicklung wirksamer Praventions- und
Kontrollstrategien fur Biofilme, die mit einem Verderbspotential einhergehen, in der Milchindustrie

notwendig.
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Anhang

Anhang

Tabelle 9: Fragebogen zur Erfassung hofspezifischer Parameter der 38 Erzeugerhdfe zur Analyse mdoglicher
Einflussfaktoren auf die Pseudomonas- und Gesamtkeimzahl mit dazugehdrigen Erlauterungen fiir die Milcherzeuger.

Molkerei A Molkerei B
Hof a Hof b Hof ... Hof... Hof ... Hof ...

Hofspezifische Parameter

1. Artdes Betriebes:
Konventionell (K)

Okologisch (0)

2. Intervall der Milchabholung (Tage)

3. Melksystem:

Manueller Melkstand (MM)
Melkroboter (MR)
Rohrmelkanlage (R)

4. Spilsystem Melkstand:
Kaltwasser, ca. 40°C per Hand (K)
HeiBwasser >70°C (H)

Zirkulation Saure/Lauge, ca. 60 °C (S/L)

5. Milchstapelung:

Wanne (W)
Tank (T)

6. Kuhlung:
Durchlauf (D)
Im Tank (T)

7. Euterhygiene:

Trocken (z. B. mit Holzwolle) (T)
Einwegttcher (feucht) (EW)
Waschbare Ticher (feucht) (WT)
Burste Melkroboter (MR)

8. Tierhaltung:

Anbindestall (S)
Laufstall (L)
Weide (W)
9. Wasserversorgung:
Eigener Brunnen (B)
Kommunaler Wasserversorger (kW)
10. Liefermenge/Jahr
11. Gesamtkeimzahl @ 12 Monate
(Zellen/ml)
12. Somatische Zellzahl @ 12 Monate
(zellen/ml)

Erlauterungen:
Punkt 3: Definition Rohrmelkanlage: Melkgeschirr am Standplatz des Milchviehs, Rohrleitung vom
Standplatz zum Tank
Punkt 4: Zu Kaltwasser: Ohne Zugabe von Saure/Lauge, ohne Wasser mit Temperaturen > 70°C
Punkt 6: Durchlaufkiihlung: Vorkiihlung (mit Eis- oder Brunnenwasser)
Kihlung im Tank: Milch wird erst im Tank gekuihlt
Punkt 7: Einwegtlcher: Fertig, gekauft, evtl. mit alkoholischer Lésung
Waschbare Ticher: Mehrfach verwendet, mit Wasser
Punkt 8: Tierhaltung: Auch Mehrfach-Angaben, z. B. fir Winter und Sommer, mdglich
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Tabelle 10: Verbrauchs- und sonstige Materialien.

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Becherglas

DWAK Life Science, Deutschland

Edelstahl-Plattchen
(AISI 316-2B, 40 x 20 x 1 mm)

Metall-Industriewerk Hofmann GmbH, Deutschland

Einkanalpipette Research Plus; 100, 200, 1000

Eppendorf AG, Deutschland

Einmal Impfése; 1 ul, 10 ul

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Einmal Laborhandschuhe, NitrilSoft®

Std-Laborbedarf GmbH, Deutschland

Einmal Petrischalen mit Deckel, light Version

Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

Einmal Plattierungsspatel

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Filterspitzen; 100, 200 pl, 1000 pl

Nerbe Plus GmbH & Co. KG, Deutschland

Glasperlen, @ 2 mm

Merck KGaA, Deutschland

Gummi-Plattchen
(EPDM, Lebensmittelecht, 40 x 20 x 3 mm)

Nord-Industriegummi GmbH & Co. KG, Deutschland

Kupfer-Klebeband

Plano GmbH, Deutschland

Laborschere, Edelstahl

Bochem Instrumente GmbH, Deutschland

Leitpaste

Plano GmbH, Deutschland

Mehrkanalpipette Research pro; 300, 1200

Eppendorf AG, Deutschland

Mikro-Well-Platte, 96/F-PP, schwarz

Eppendorf AG, Deutschland

Plattierungsspatel

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Eppendorf Tubes, 5 ml

Eppendorf AG, Deutschland

Reagiergefal3, 2 ml Safe Seal

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Schraubréhre, 50 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Spritzenfilter Filtropur S, 0.45 pm

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Stahlwanne

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland

Stiftprobenteller aus Aluminium

Plano GmbH, Deutschland

Szintillations-Flaschchen

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland

Tempex Zellstoff, ungebleicht

Temca GmbH & Co. KG, Deutschland

Tupfer in Réhrchen

VWR International, USA

Vernichtungsbeutel

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Zellkultur-Platte, 96-Well, Flach-Boden

Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

Tabelle 11: Gerate

Hersteller

Gerat Applikation

Durchflusszytometer
BactoCount IBCm

Durchflusszytometrische
Bestimmung der Bakterienzahl in
Rohmilch

Bentley Instruments Inc., USA

Durchflusszytometer
FACSCalibur™

Bestimmung der Zellzahl

BD Bioscience, USA

Feldemissions-
Rasterelektronenmikroskop
Quanta™ 250 FEG

Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen von Biofilmen

FEI, Tschechische Republik

Infrarot-Thermometer Traceable®

Temperaturbestimmung von
Rohmilch

VWR International, USA

Kritisch-Punkt-Apparatur
CPD 030

Trocknungsverfahren fiir die REM-
Analytik

Bal-Tec AG, Liechtenstein

Luftkeimsammler Air IDEAL® 3pP®

Bestimmung der Luftkeimgehalts
beim Melkstand

BioMerieux, Frankreich

MALDI Biotyper®

Zur ldentifikation von Rohmilch-
Isolaten basierend auf der MALDI-
TOF-Massenspektrometrie

Bruker Daltonics GmbH & Co.
KG, Deutschland

Mikroplatten-Reader SPARK®

Messung von Absorption und
Fluoreszenz

Tecan Group Ltd., Schweiz
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Fortsetzung von Tabelle 11

Gerat

Applikation

Hersteller

Sputter Coater und
Kohlebedampfer Q150T ES

Beschichtungsanlage fir die
Elektronenmikroskopie

Quorum Technologies Ltd, UK

Sterilisator

Sterilisation der Edelstahl-
Plattchen

Memmert GmbH & Co.
KGDeutschland

Stomacher® 400 Circulator -
Laborhomogenisator

Mischen und Homogenisieren von
Sonderproben der Hofbegehungen

Seward Ltd, UK

Vortexer-Genie 2™

Durchmischung von Proben

Bender & Hobein AG, Schweiz

Wasseraufbereitungssystem Elga
PF2XXXXM1

Herstellung von Reinstwasser

ELGA LabWater, UK

Werkbank
FlowSafe B-[MaxPro]?-130

Sicherheitswerkbank fiir
mikrobiologische Arbeiten

Berner International GmbH,
Deutschland

Wipptisch WT 17

Losen von im Biofilm fixiertes
Kristallviolett

Biometra GmbH, Deutschland

Zentrifuge 5427 R

Anreicherung oder Abtrennung von
Bakterienzellen aus einer Lésung

Eppendorf AG, Deutschland

Zentrifuge MiniSpin® plus

Anreicherung oder Abtrennung von
Bakterienzellen aus einer Losung

Eppendorf AG, Deutschland
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