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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Die Zusammensetzung der Rohmilchmikrobiota ist duBerst komplex und hat einen
entscheidenden Einfluss auf die hygienische und sensorische Beschaffenheit sowie die Qualitét
resultierender Produkte. Der Eintrag bakterieller Kontamination auf Ebene des
milchproduzierenden Betriebes ist ausschlaggebend fir die primdre Rohmilchqualitat. Daher
war das Ziel dieser Arbeit die Mikrobiota von Rohmilch aus Deutschland zu erfassen und
hofspezifische Faktoren aufzudecken, welche die Abundanz von verderbsassoziierten und
hygienerelevanten Keimgruppen determinieren. Das Next-Generation Sequencing (NGS)
erleichtert eine detaillierte Mikrobiomanalyse malRgeblich, wobei Rohmilch eine
herausfordernde Probenmatrix mit gewohnlich geringen Keimzahlen von <5 log KbE/ml
darstellt und den DNA-Isolationsprozess erschwert. Deshalb war die Optimierung der
DNA-Extraktion aus Rohmilch und die Erstellung der library-PCR im Rahmen dieser Arbeit

die Grundlage fir die Durchfiihrung von Amplikon-Sequenzierungen.

Zu Beginn der Methodenoptimierung wurde die Separation der Bakterien aus der Rohmilch
und die Reduktion der eukaryotischen DNA evaluiert. Die enzymatische, selektive Lyse der
somatischen Zellen mit Proteinase K und dem Abbau der freigewordenen DNA resultierte in
einer deutlichen Reduktion der eukaryotischen DNA und in einer Zunahme des Anteils an
bakterieller DNA. Eine vergleichende Mikrobiomanalyse verschiedener Methoden zur
bakteriellen Lyse ergab, dass die Kombination aus Enzymen und mechanischem Aufschluss
notwendig ist, um adaquate Amplikon-Mengen zu erzielen und die Biodiversitat akkurat
abzudecken. Zudem zeigten hohe Zyklenzahlen in der library-PCR signifikante Verzerrungen
der Biodiversitait mit einer Tendenz zur Uber- und Unterreprasentation einzelner Taxa.
Insbesondere fiir Rohmilchproben mit geringen Keimzahlen wurde gefunden, dass ein
Protokoll aus Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA)-Zugabe zum Casein-Aufschluss,
selektiver Lyse und kombinierter bakterieller Lyse mit niedrigen PCR-Zyklenzahlen geeignet

ist, um Rohmilchmikrobiota erfolgreich zu sequenzieren.

Fur die Datenerhebung der Rohmilchmikrobiota wurden 313 verschiedene Erzeugerhofen in
ganz Deutschland beprobt und insgesamt 930 Proben analysiert. Trotz einer ausgesprochen
hohen Komplexitdt der taxonomischen Diversitdt wurde ein Core-Mikrobiom mit 15
verschiedenen Gattungen in 95 - 99% der Rohmilchproben mit Staphylococcus, Streptococcus
und Corynebacterium als prévalenteste Taxa detektiert. Neben den absoluten bakteriellen
Zellzahlen bestatigten alpha-Diversitatsindizes (Richness und Shannon) eine heterogene

Vi



Zusammenfassung

Verteilung der Biodiversitat zwischen den einzelnen Rohmilchproben und damit verbundene
Schwankungen in der mikrobiologischen Rohmilchqualitat. Wahrend die grof3te Streubreite der
Keimzahlen und im Median signifikant hochste Werte aus der konventionellen Erzeugung
hervorgingen, zeigten die 6kologische Rohmilch und Proben aus Weidehaltung im Schnitt die
hdchste bakterielle Vielfalt mit ausgewogeneren Anteilen der einzelnen Taxa. Weiterhin fuhrte
das automatisierte Melksystem zu signifikant hoheren Anteilen der Streptococcaceae. Die
Analysen lieferten Hinweise darauf, dass eine Assoziation zwischen HerdengroRe und dem
Aufkommen einer Mastitis bestehen kdnnte. Verstarkte Melkverunreinigungen durch Fazes-
und Rumenmikrobiota zeigten sich vorwiegend in Verbindung mit Anbindehaltung.
Pseudomonas spp. und Acinetobacter spp. bildeten die dominantesten Gram-negativen Spezies
und machten demnach den grofiten Anteil der psychrotoleranten Mikrobiota aus, die
vorwiegend durch Laufstallhaltung und Rekontaminationen bei Kihlung und Proliferation

durch langere Kihllagerung determiniert wurde.

Bei einer vorangegangenen, kulturabh&ngigen Biodiversitatsstudie der aeroben, mesophilen
Mikrobiota von Tankmilch wurden Stdmme isoliert, die weder einer gultig beschriebenen
Gattung noch Spezies zugeordnet werden konnten. Im dritten Teil dieser Arbeit wurden somit
Isolate einer potentiell neuen Gattung der Familie Aerococcaceae und einer potentiell neuen
Spezies der Gattung Raineyella der Propionibacteriaceae mit einem polyphasischen Ansatz
charakterisiert und beschrieben.

Vil



Abstract

ABSTRACT

Raw milk microbiota are complex communities contributing to the hygienic and organoleptic
properties as well as quality of dairy products. The primary contamination of raw milk at the
milk-producing farm is crucial for microbial raw milk quality. Therefore, this study aims to
analyze the microbial composition of German raw milk and to uncover farm-specific factors
influencing the abundance of spoilage associated taxa and hygiene indicators. Generally,
Next-Generation Sequencing (NGS) facilitates the detailed investigation of complex microbial
communities. However, due to its low-density microbiota (<5 log KBE/ml), raw milk is a
challenging matrix and heavily complicates the DNA extraction process. Therefore, in this
study, the optimization of bacterial DNA isolation and preparation of library-PCR was essential

for reliable amplicon sequencing of raw milk microbiota.

In the beginning of the method optimization process, the separation of bacterial cells from raw
milk and the depletion of eukaryotic DNA was evaluated. The enzyme-based, selective lysis of
eukaryotic cells using proteinase K resulted in a distinct reduction of accessible eukaryotic
DNA and an enhanced fraction of bacterial DNA. After applying different methods for bacterial
lysis, comparable microbiome analysis revealed that a combination of enzymatic and
mechanical lysis is needed to obtain adequate amplicon quantities and cover a broad
biodiversity. High cycle numbers in library-PCR significantly biased the detected microbial
profile with a tendency to over- or underrepresent particular taxa. Thus, the protocol using
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) for dissociation of casein micelles, followed by
selective lysis, a combined bacterial lysis and low PCR cycle numbers seems to be appropriate
to successfully sequence raw milk. This is particularly important for samples with low bacterial

cell counts.

To analyze the raw milk microbiota, a total of 930 samples from 313 different farms throughout
Germany were collected. Despite a high taxonomic diversity, a core microbiome with 15
different genera was detected in 95-99% of the raw milk samples with Staphylococcus,
Streptococcus, and Corynebacterium as the most prevalent taxa. In addition to absolute
bacterial cell counts, alpha-diversity indices (Richness and Shannon) confirmed the
heterogeneous biodiversity of raw milk samples and an associated variation in raw milk
microbiological quality. While the largest variation of bacterial cell counts and significantly
highest median values emerged from conventional production, organic raw milk and

pasture-raised samples showed on average the highest bacterial diversity with more balanced
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Abstract

proportions of individual taxa. Automated milking systems resulted in significantly higher
levels of the Streptococcaceae. An association between farm size and the incidence of mastitis
may exist. Increased contamination by fecal and ruminal microbiota, on the other hand, was
associated with tethering. Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp. were the most dominant
Gram-negative species and accounted for the majority of the psychrotolerant microbiota, which
was predominantly determined by free-stall barn and recontamination during refrigeration and

proliferation due to prolonged cold storage at the farm.

During a culture-dependent analysis of the aerobic, mesophilic raw milk microbiota of
bulk-tank milk, bacterial strains were isolated, which could not be assigned to any validly
described genus or species. Therefore, in the last part of this study, the isolates of both a
potentially novel genus of the family Aerococcaceae and a potentially novel species of the
genus Raineyella of the Propionibacteriaceae were characterized and taxonomically described

using a polyphasic approach.
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Einleitung

l. EINLEITUNG

1. Rohmilchmikrobiota

1.1 Mikrobiologie und Hygiene

Deutschland ist der grote Milchproduzent in der Europdischen Union (EU), wodurch die
Erzeugung von Milch und Milchprodukten zu einem der umsatzstarksten Industriezweige der
deutschen Land- und Erndhrungswirtschaft zahlt (MIV, 2020b). Im Jahr 2020 wurden
insgesamt 31,8 Millionen Tonnen Kuhmilch von deutschen Erzeugerhdfen an
milchverarbeitende Unternehmen geliefert (BLE, 2020; MIV, 2020a). Einen stetigen
Aufwértstrend erfahrt die Menge an ©kologisch produzierter Milch, deren Anteil sich im
Vergleich zum Jahr 2008 knapp verdreifachte und schlielich in 2020 bei ca. 1,2 Millionen
Tonnen lag (AMI, 2020).

Ganz entscheidend fur die Beurteilung der mikrobiologischen Milchqualitat nach Abgabe durch
den Erzeuger (Anlieferungsmilch) ist die bakterielle Gesamtkeimzahl (GKZ), die im direkten
Zusammenhang mit dem Milchpreis steht. Somit ist die GKZ eines der wichtigsten
Kontrollinstrumente zur Uberprifung von definierten  Richtlinien der generellen
Rohmilchhygiene. Zur Erfassung der Qualitdtsparameter erfolgt eine gepriifte,
verschleppungsfreie Probenahme im Zuge des Milchannahmeprozesses uber den
Sammelwagen der Molkerei direkt am Erzeugerhof (Baumgartner und Martlbauer, 2016). Nach
Regularien der EU darf die aerobe, mesophile bakterielle GKZ von Anlieferungsmilch
tierischen Ursprungs den Wert von 100.000 koloniebildenden Einheiten (KbE)/ml nicht
uberschreiten (EU-Verordnung, 2004) wund ist ein wesentlicher Faktor in der
Wertschopfungskette von Milcherzeugnissen. Friihere Untersuchungen von Rohmilch zeigten,
dass die bakterielle Belastung mit Keimzahlen zwischen 3 log und 5 log KbE/ml teilweise sogar
deutlich unterhalb des Grenzwertes lag (Fricker et al., 2011; Mallet et al., 2012; von Neubeck
et al., 2015; Skeie et al., 2019). Als quantitativer Qualitatsparameter fur die Eutergesundheit
auf Herdenebene ist auch die somatische Zellzahl auf einen Grenzwert von <400.000 KbE/ml
festgelegt (EU-Verordnung, 2004). Diese Kriterien lassen allerdings keine eindeutigen
Rickschliisse auf die heterogene, komplexe Zusammensetzung der Mikrobiota und das
Vorhandensein problematischer Keimgruppen zu, die einen groflen Einfluss auf die
mikrobiologische Qualitét und Sicherheit der Rohmilch haben kénnen (Quigley et al., 2013b;
Fusco et al., 2020; Parente et al., 2020). Tatsache ist, dass der Melkvorgang mit der Passage

des Strichkanals, der Euter- und Zitzenoberflache unstrittig eine der ersten Quellen bakterieller

1



Einleitung

Kontamination in der Primérproduktion von Rohmilch darstellt (Rainard, 2017; Derakhshani et
al., 2018a). Ob in einer gesunden Euterdriise eine naturliche Mikrobiota existiert oder eine
Kontamination der ursprunglich sterilen Milch erst wéahrend des Melkens erfolgt, wird in der
Literatur bislang kontrovers diskutiert (Addis et al., 2016; Rainard, 2017; Derakhshani et al.,
2018a). Abgesehen von einer hypothetischen endogenen Mikrobiota, wird die immense
taxonomische Diversitdt von Rohmilch hauptséchlich durch unterschiedlichste kuh- und
umweltassoziierte Faktoren im Produktionsumfeld der Milchgewinnung determiniert. So
wurden in vergangenen Studien Einflussfaktoren, wie z.B. Hofmanagement und Melkhygiene
(Doyle et al., 2017a; Metzger et al., 2018; Albonico et al., 2020; Carafa et al., 2020),
Gesundheitsstatus des Kuheuters (Oikonomou et al., 2012; Kuehn et al., 2013),
Laktationszustand (Doyle et al., 2017b), Rasse (Cremonesi et al., 2018; Curone et al., 2018)
oder auch die Abhéngigkeit der Jahreszeit (Doyle et al., 2017a; Li et al., 2018) auf die
Zusammensatzung der Mikrobiota untersucht.

Weltweit stiegt die Nachfrage regionaler, gesunder und minimal verarbeiteter Lebensmittel und
somit auch der Konsum von unpasteurisierter Rohmilch und Rohmilchkase (Fusco et al., 2020).
Damit verbunden sind allerdings mikrobiologische Risiken, die auch mit der hygienischen
Sicherheit des Lebensmittels assoziiert sind. Durch den Verzehr dieser Produkte fiihrten
pathogene Bakterien wie z.B. Campylobacter spp., Staphylococcus aureus oder auch
Shigatoxin produzierende Escherichia coli in den letzten Jahren immer wieder zu Ausbriichen
mit hohem Gesundheitsrisiko (Johler et al., 2015; Mungai et al., 2015; Artursson et al., 2018;
Willis et al., 2018). Darliber hinaus gibt es jedoch auch Keimgruppen, die mit dem
Lebensmittelverderb  assoziiert sind oder  Hygieneindikatoren  darstellen.  Als
Qualitatsparameter sind sie damit auch flr die milchverarbeitenden Unternehmen von grof3er

qualitativer und technischer Bedeutung. (Abbildung 1).

Umweltassoziierte Faktoren Kuhassoziierte Faktoren
Geographische Lage  Melkhygiene Gesundheitszustand (Mastitis)
Hofmanagement Futter Stadium der Laktation
Tierhaltung Jahreszeit Genetik (ZUchtung)

l l

{ Rohmilchmikrobiota (

Indikatorkeime fiir..

Mikrobiologische Lebensmittelsicherheit
Lebensmittelqualitat

Abbildung 1 Potentielle Einflussfaktoren auf die Rohmilchmikrobiota. Produktions- und Haltungsbedingungen, welche die
Abundanz und Prévalenz von Verderbskeimen und Indikatoren der generellen Rohmilchhygiene beeinflussen kénnen.
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1.2 Indikatorkeime fur Produktqualitat und Rohmilchhygiene

Tierassoziierte Indikatoren fiir die Melkhygiene sind primar Gram-positive Taxa wie die
Gattung Streptococcus oder koagulase-negative Staphylokokken, die einen wesentlichen Anteil
der originaren Eutermikrobiota ausmachen (Derakhshani et al., 2018a). Pathogene Vertreter
dieser Gattungen (z.B. koagulase-positiver Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis) kénnen eine bakterielle Entziindung der
Milchdrusen (Mastitis) verursachen (Derakhshani et al., 2018a; Klaas und Zadoks, 2018).
Infolge entziindlicher Prozesse kann es zu Storungen in der Milchverarbeitung und zu
sensorischen Abweichungen kommen, wodurch Mastitis fortwéhrend weltweit in der
Milchindustrie enorme veterindrmedizinische und wirtschaftliche Probleme nach sich zieht
(Fehlings und Baumgartner, 2016; Ruegg, 2017). Durch das Vorhandensein potentieller
Mastitiserreger im Euter von gesunden Kiihen (Oikonomou et al., 2014) ist die Entstehung einer
intramammaren Entziindung vielmehr auf eine Dysbiose in der Zusammensetzung der
Mikrobiota zuriickzufiihren, als auf eine Infektion (Derakhshani et al., 2018a). Weiterhin ist
Corynebacterium spp. Bestandteil der kommensalen Zitzen- und Eutermikrobiota, sowie der
Umgebungsflora der Milchproduktion. Der bekannteste Vertreter ist Corynebacterium bovis,
der als potentieller pathogener Mastitiserreger jedoch als weniger bedeutend angesehen wird
(Vacheyrou et al., 2011; Hiitio et al., 2016; Porcellato et al., 2020). Andererseits sind
coryneforme Bakterien (z.B. Athrobacter spp., Brevibacterium spp., Corynebacterium spp.)
und Milchsdurebakterien (MSB) der urspriinglichen Mikrobiota insbesondere wertvoll fur die
Aromaentwicklung von Rohmilchkése und schmiergereiften Kasesorten (Mounier et al., 2005;
Quigley et al., 2013b; Montel et al., 2014).

Strikt anaerobe, endosporenbildende Clostridien sind ubiquitar in terrestrischer Umgebung und
als Teil der thermoduren Mikrobiota von Rohmilch eng mit dem Umfeld der Milcherzeugung
assoziiert (Julien et al., 2008). Eintragsquellen von Clostridiensporen sind die zur Fitterung
verwendete Mais- und Grassilage minderer Qualitdt. Die dadurch bedingte Aufnahme der
Sporen und deren Ausscheidung ist folglich mit der Kontamination des Euters und schlielich
der Ubertragung in die Milch assoziiert (Pahlow et al., 2003; Julien et al., 2008; Borreani et al.,
2019). Fir die Milchindustrie von Bedeutung st vor allem die Spezies
Clostridium tyrobutyricum, da diese Spatblahungen in Hart- und Schnittké&se verursachen kann
(Klijn et al., 1995). Zuséatzliche Indikatorkeime fur Fakalkontaminationen und mangelnden
Hygienemalnahmen ist die Gruppe der Gram-negativen, coliformen Enterobacteriaceae (z.B.
Escherichia spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp.). Einige Vertreter dieser

Familie spalten unter Sdure- und Gasbildung, Glukose und Laktose oder représentieren
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potentielle Krankheitserreger (Zangerl, 2016). Als Indikatorkeime fiir die Anlagenhygiene
(Melkanalge, Leitungen und Lagertank) spielen vorrangig psychrotolerante Gram-negative
Taxa eine Rolle, deren Abundanz abhéngig von Lagertemperatur und —zeit ist. So sind neben
coliformen Bakterien beispielsweise Pseudomonas spp. oder Acinetobacter spp. aufgrund ihrer
psychrotoleranten Natur typische Kontaminationskeime in kihl gelagerter Rohmilch (Hantsis-
Zacharov und Halpern, 2007; von Neubeck et al., 2015). Durch die notwendige Kuhlung der
Rohmilch im Anschluss an das Melken erfolgt eine zunehmende Proliferation psychrotoleranter
Keimgruppen, was zu einer drastischen Verschiebung der Rohmilchmikrobiota fiihren kann
(Rasolofo et al., 2010; Fricker et al., 2011). Durch die Bildung von hitzestabilen Proteasen und
Lipasen, vorwiegend durch Pseudomonas spp. oder Acinetobacter spp. (Marchand et al., 2009;
von Neubeck et al., 2015; Machado et al., 2017), kann es bei mikrobiell stabiler,
ultrahocherhitzter (UHT)-Milch zu sensorischen, sowie texturellen Veranderungen kommen
(Stoeckel et al., 2016). Dies hat méglicherweise einen friihzeitigen Proteinabbau zur Folge, was
insbesondere bei Dauermilcherzeugnissen zu wirtschaftlichen Schaden fuhren kann und

Molkereien vor grofie technologische Herausforderungen stellt.

2. Next-Generation Sequencing

Die Einflihrung der ersten Technologien des Next-Generation Sequencing (NGS) oder auch
Second-Generation Sequencing von Roche (454), Illumina und Applied Biosystems (SOLID)
revolutionierte die DNA Sequenzierung (Mardis, 2008). Eine rasante Entwicklung des NGS in
den letzten Jahren erdffnete neue Mdglichkeiten zur Charakterisierung hoch komplexer
mikrobieller Gemeinschaften (Salipante et al., 2014; Sinclair et al., 2015; Arnold et al., 2016;
Caoetal., 2017).

2.1 16S rRNA-Sequenzierung

Die zielgerichtete Sequenzierung des 16S rRNA-Gens etablierte sich in den vergangenen
Jahren als eine der bedeutendsten, kulturunabhdngigen Methoden. Bis heute ist sie der
Goldstandard zur Untersuchung der mikrobiellen Diversitat unterschiedlichster Habitate (Wang
et al., 2014). Das 16S rRNA-Gen besteht aus insgesamt neun variablen Regionen (V-Region,
V1-V9), die von konservierten Abschnitten flankiert sind und eine Gesamtlange von ca.
1.500 Bp umfassen (Janda und Abbott, 2007). Dabei entwickelten sich die V-Regionen im
Laufe der Evolution unterschiedlich und erméglichen demnach die Differenzierung bakterieller

Taxa innerhalb eines mikrobiellen Okosystems. Die evolutionar stabileren, konservierten
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Regionen hingegen werden genutzt, um mit sogenannten ,,universellen“ Primern eine moglichst
breite taxonomische Vielfalt zu erfassen (Patel, 2001; Kuczynski et al., 2011). Mit der
NGS-Methode verbreitete sich auch die Polymerasekettenreaktion (PCR)-basierte
Sequenzierung von 16S rRNA-Genabschnitten (Amplikons), welche haufig Anwendung auf
einer Illumina-Sequenzierplattform findet (z.B. MiSeq, Illumina Inc., San Diego, USA). Eine
Methode zur Generierung der Sequenzierbibliothek bzw. zur Generierung von Amplikons ist
eine aus zwei Schritten bestehende PCR (Abbildung 2) (Berry etal., 2011). Amplifiziert werden
im ersten PCR-Schritt einzelne oder unterschiedliche Kombinationen von bis zu drei
benachbarten V-Regionen mit ,,universellen” Primern. In einer darauffolgenden, zweiten PCR
werden die Amplikons mit Sequenzieradaptern versehen, die fiir jede Probe zusatzlich
individuelle Indexsequenzen enthalten. Komplementére Sequenzmotive der Adapterprimer
ermoglichen eine kovalente Bindung der Amplikons aus der library-PCR an die mit

Oligonukleotiden beschichtete Flow Cell.

1. PCR

16S rRNA-Gen z.B. V3+V4 >

Index 1 Amplikon Index 2

Abbildung 2 Schema zur Erstellung einer Sequenzierbibliothek (library-PCR) basierend auf zwei Schritten. 1. PCR:
Amplifikation der Ziel-DNA (V-Region des 16S rRNA-Gens) mit universellen Primern, 2. PCR: Anfiigen der Indizes fur die
forward und die reverse Sequenz sowie die Adapter zum Binden an der Flow Cell der Illumina MiSeqg.

Die Illlumina—Technologie basiert auf der sogenannten ,,Sequenzierung durch Synthese*
Methode. Dabei werden die gebundenen, einzelstrdngigen Amplikons wéhrend des Prozesses
der Clustergenerierung im Laufe der Sequenzierung durch eine Brickenamplifizierung
(bridged PCR) kopiert. Demzufolge liegen schlie3lich bis zu 1.000 Kopien pro initialem DNA
Fragment vor. Neben der Polymerase und den Primern werden in jedem Zyklen dNTPs

eingebaut, die mit vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen und jeweils einer reversiblen
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Terminatorsequenz markiert sind. Die Ubrigen dNTP werden ausgewaschen und flr jedes
Cluster wird per Laser das Floureszenzsignal der eingebauten dNTPs durch die lllumina—
Software aufgenommen. Danach wird das Floureszenzsignal abgespalten und ein neuer Zyklus
beginnt (Shendure und Ji, 2008; Metzker, 2010; Illumina, 2013). Ein groRer Fortschritt der
Illumina—Sequenziertechnologie war die Einfihrung der paired-end Methode (Illumina, 2013).
Hierbei wird das DNA-Fragment (Amplikon) von beiden Seiten abgelesen und sowohl eine
forward, als auch eine reverse Sequenz generiert, was schliellich zu einem genaueren
Sequenz-Alignment fihrt (Illumina, 2013). Auf einem Illumina MiSeg—Gerat kdnnen aktuell

bis zu 600 Bp mit Sequenzen von max. 300 Bp Lange im paired-end Modus erreicht werden.

Aufgrund der Sequenzlangen ist die taxonomische Auflésung allerdings limitiert und erfolgt
nur bis auf operational taxonomic unit (OTU)-Ebene. Gegensatzlich dazu, ermdglicht
beispielsweise die Sequenzierung des vollstandigen 16S rRNA-Gens mit den Regionen V1-V9
mittels Third-Generation Strategien die Identifizierung bis auf Spezies Ebene (z.B. Cusco et
al., 2019; Loit et al., 2019). Nachteilig ist jedoch, dass diese Methode bisher noch nicht
kostengunstig fir die Hochdurchsatzsequenzierung einsetzbar und daher nicht konkurrenzféhig
ist. Eine weitere Technologie flr eine héher auflésende Analyse der mikrobiellen Diversitéat ist
die PCR-freie shotgun Metagenomsequenzierung (Sharpton, 2014). Anstatt einer
Amplifikation einzelner 16S rRNA-Genabschnitte erfolgt hier die Fragmentierung und die
Sequenzierung des kompletten Genoms. Wéhrend diese zur Speziesidentifizierung vermehrt
fir die Analyse von Umweltproben und auch in Kombination mit einer Amplikon-
Sequenzierung eingesetzt wird (z.B. Vogtmann et al., 2016; Vangay et al., 2018), ist die
Metagenomanalyse fir Rohmilch und Milchprodukte vergleichsweise selten (Parente et al.,
2017). Ein enormer Vorteil der 16S rDNA-Sequenzierung gegeniber Metagenomanalysen ist
jedoch die Vervielféltigung der initialen DNA-Menge des Probenmaterials in der library-PCR.
Da hierdurch addgquate Mengen an bakterieller DNA flr die Sequenzierung generiert werden,
ermoglicht der PCR-Schritt die Analyse taxonomischer Gemeinschaften mit niedriger
bakterieller Ausgangskeimzahl, wie z.B. Rohmilch. Problematisch bei der Erstellung von
16S rRNA-Gen-Amplikons ist jedoch der Eintrag von PCR-Artefakten, die zur Verzerrung des
mikrobiellen Profils fiihren konnen. Als Einflussfaktoren wurden in der Literatur z.B. die
Verwendung der Polymerase oder die Amplifikationsraten in der PCR genannt (Gohl et al.,
2016; Sze und Schloss, 2019).
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2.2 Amplikon-Sequenzierung von Rohmilch

Fur die Analyse komplexer mikrobieller Okosysteme von z.B. humanen Stuhlproben (Abellan-
Schneyder et al., 2021) oder pflanzlicher Mikrobiota (Thijs et al., 2017), erwies sich in der
Vergangenheit die V3-V4 Region des 16S rRNA-Gens mit einer Lénge von ca. 460 Bp
(Klindworth et al., 2013) als geeignet. Ebenso wurde die VV3-VV4 Region in friheren Studien zu
Biodiversitatsanalysen von Kuhmilch (Doyle et al., 2017a; Cremonesi et al., 2018; Fretin et al.,
2018; Li et al., 2018) oder Muttermilch (Biagi et al., 2017; Murphy et al., 2017) gewahlt.

Aufgrund der physikalischen und chemischen Eigenschaften mit einer hohen Fett- und
Milchproteinfraktion (Casein) ist Rohmilch allerdings eine extrem komplexe Probenmatrix, die
eine technische Herausforderung an die Extraktion bakterieller DNA stellt. Neben der Matrix
sowie der niedrigen Keimbelastung von Rohmilch, erschwert zusétzlich das unvorteilhafte
Verhaltnis zwischen bakterieller und eukaryotischer DNA den Isolationsprozess. So wurden fir
Bakterien, z.B. aus dem menschlichen Darmmikrobiom, GenomgroRen zwischen 2,5 bis
5,8 Mbp detektiert (Nayfach und Pollard, 2015), wohingegen das bovine, diploide Genom eine
GroRe von ca. 6.000 Mbp (Zimin et al., 2009) aufweist und damit deutlich Gberwiegt. Obwohl
aus diesen Griinden die Extraktion bakterieller DNA aus Rohmilch oder Muttermilch hin und
wieder im Fokus stand (Quigley et al., 2012; Sun et al., 2019; Douglas et al., 2020) und vermehrt
Studien erschienen, bei denen diese Methode zur Analyse der taxonomischen Diversitat von
Rohmilch eingesetzt wurde (Doyle et al., 2017b; Lima et al., 2018; Skeie et al., 2019; Dahlberg
et al., 2020; Porcellato et al., 2021), existiert bislang kein gut etabliertes Vorgehen. Um nach
der Sequenzierung eine adaquate und breite Abdeckung der detektierten mikrobiellen Diversitat
zu erlangen, ist eine effiziente Lyse sowohl von Gram-positiven, als auch Gram-negativen
Bakterien dringend notwendig (Breitenwieser et al., 2020). In der Literatur wurde die
DNA-Extraktion in Bezug auf den Eintrag von Artefakten bzw. die Verzerrung mikrobieller
Profile bereits fur diverse Probenmatrizen, wie z.B. humane Darmmikrobiota (Panek et al.,
2018), Rumenmikrobiota von Milchkihen (Vaidya et al., 2018), humane Muttermilch (Douglas
et al., 2020) oder auch Raucherlachs (Maillet et al., 2021) thematisiert. Da Gram-positive Taxa
eine prominente Gruppe in Rohmilch darstellen (Delbes et al., 2007; Fricker et al., 2011; Lima
et al., 2018), besteht die Herausforderung insbesondere in der bakteriellen Lyse mit dem
Aufschluss der Gram-positiven Zellwand. Das kann beispielsweise ein chemischer,
mechanischer oder enzymatischer Aufschluss sowie eine Kombination verschiedener

Methoden sein.
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3. Taxonomische Klassifizierung bakterieller Taxa

Studien zur prokaryotischen Taxonomie basieren auf der Klassifizierung zur Einordung neuer
Isolate in taxonomische Gruppen, der Nomenklatur zur Benennung der Taxa sowie der
Identifizierung neuer Stdmme (Triper und Schleifer, 2006; Vandamme et al., 2014). Die
Benennung der niederen taxonomischen Ebenen wie Familie, Gattung, Spezies oder Subspezies
unterliegt hierbei einer bis heute international giltigen Nomenklatur (Lapage et al., 1992;
Ké&mpfer und Glaeser, 2012). Aus der hierarchischen Strukturierung der Domdane Bakterien
(Woese et al., 1990; Stackebrandt, 2006) geht die Spezies als das zentrale Element der
prokaryotischen Taxonomie hervor (Vandamme et al., 1996; Rossellé-Mora und Amann,
2001). Basierend auf den angepassten Spezieskonzepten von Rossell6-Mora und Amann (2001)
sowie Stackebrandt (2002) kann eine Gruppe unbekannter Isolate nur dann adaquat klassifiziert
und valide beschrieben werden, sofern diese eine eigenstandige, monophyletische Linie bildet
und sowohl eine genomische, als auch eine phanotypische Koharenz aufweist (Rossello-Mora
und Amann, 2015).

Genomsequenzen bilden die Grundlage flr die Einordnung phylogenetischer Positionen neuer
Taxa und liefern die Basis fir die polyphasische Taxonomie. Mit der phylogenetischen
Rekonstruktion auf Basis des 16S rRNA-Gens erfolgte in den 1970er Jahren ein Durchbruch in
der taxonomischen Klassifizierung von Prokaryoten (Woese, 1987). Seither bildet das
evolutiondr konservierte Gen das Geriist der prokaryotischen Taxonomie und ist ein
unverzichtbarer Bestandteil fur die Beschreibung neuer Taxa (Ludwig und Klenk, 2001,
Rossello-Mora und Amann, 2015). So dient noch heute die fast vollstandige
16S rRNA-Gensequenz als molekularer Marker, um mithilfe von Datenbanken, wie z.B.
EzBioCloud (Yoon et al., 2017) die Sequenzidentitdt abzugleichen und die evolutionaren
Verwandtschaftsgrade aufzudecken. Wahrend der Grenzwert zur Artabgrenzung bei 98,65%
(Kim et al., 2014) Ubereinstimmung der fast vollstandigen 16S rRNA-Gensequenz mit dem am
néchsten verwandten Typstamm liegt, so handelt es sich bei einer Sequenzidentitdt von
<94,5 — 95,0% (Ludwig et al., 1998; Tindall et al., 2010; Yarza et al., 2014) mit der n&chst
verwandten Typspezies um eine neue Gattung. Mit der zunehmenden Anzahl an veroéffentlichen
Typstamm-Genomsequenzen auf Datenbanken wie Center for Biotechnology Information
(NCBI) (Federhen, 2012), gewinnt das Genom im Rahmen einer Neubeschreibung stark an
Bedeutung (Chun und Rainey, 2014; Meier-Kolthoff und Goker, 2019). Dabei realisiert die
Genomsequenz in silico Analysen von evolutiondren Prozessen mit hoherer Auflésung und

biologischen Funktionen innerhalb eines Taxons (Whitman, 2015). Ein robustes Mal3, um
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Ahnlichkeiten zwischen Genomen von Typspezies zu definieren und eine neue Gattung
abzugrenzen, ist die average amino acid identity (AAI) (Konstantinidis und Tiedje, 2005;
Rodriguez-R und Konstantinidis, 2014). Auf Artebene wird der Abgleich der homologen Gene
zwischen zwei Typstammgenomen genutzt, um die Ahnlichkeit zwischen zwei Spezies zu
berechnen. Dieser Index ist in der Literatur als average nucleotide identity (ANI) beschrieben
(Richter und Rossell6-Mora, 2009). Eine andere in silico Methode zur Speziesabgrenzung stutzt
auf der digitalen DNA-DNA Hybridisierung (dDDH). Diese beruht, analog zur experimentellen
DDH, auf einem Reassoziationsgrenzwert von 70%, ab dem von einer genomischen Kohérenz
einer prokaryotischen Art ausgegangen werden kann (Meier-Kolthoff et al., 2013; Meier-
Kolthoff und Goker, 2019).

Auf Basis phylogenetischer Einordnung und genomischer Daten werden zusétzlich
phanotypische und chemotaxonomische Charakteristika untersucht, um unbekannte Stamme
von den bisher valide publizierten Taxa abzugrenzen. Der pragmatische, polyphasische Ansatz
hat dabei eine Konsensusklassifizierung zum Ziel, bei der moglichst viele unterschiedliche
Charakteristika integriert werden (Vandamme et al., 1996). Fur eine Reihe verschiedener
taxonomischer Gruppen sind sogenannte Minimalstandards verfligbar, die genaue
Informationen und Anforderungen zu deren Neubeschreibung enthalten. Standardisierte
Bedingungen unter Einbezug von Referenzstdmmen zur Aufdeckung differenzierender
Merkmale sind dabei gefordert (Tindall et al., 2010).

3.1 Die Familie der Aerococcaceae

Die Familie der Gram-positiven, unbeweglichen und fakultativ anaeroben Aerococcaceae ist
taxonomisch in die Ordnung Lactobacillales (MSB) des Phylums Firmicutes eingeordnet. Die
Namengebung der taxonomischen Familie geht auf den Typgenus Aerococcus mit der ersten
valide charakterisierten Typspezies Aerococcus viridans zurlick. Die kokkoiden, urspriinglich
aus Luft und Staub isolierten Keime lieRen sich aufgrund ihrer Anordnung in Tetraden zunachst
morphologisch eindeutig von der Gattung Streptococcus abgrenzen, was spater mit
16S rRNA-Analysen phylogenetisch verifiziert wurde (Williams et al., 1953; Ludwig et al.,
2009; Lawson, 2014a).

Gemal der Datenbank List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN)
umfasst die Familie Aeroccaceae neun valide beschriebene Gattungen, die insgesamt bisher nur
21 charakterisierte Spezies enthalt (Stand April 2021): Aerococcus (Williams et al., 1953),

Globicatella (Collins et al., 1992), Abiotrophia (Kawamura et al., 1995; Collins und Lawson,
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2000), Facklamia (Collins et al., 1997), Ignavigranum (Collins et al., 1999c), Eemeococcus
(Collins et al., 1999b), Dolosicoccus (Collins et al., 1999a), Suicoccus (Li et al., 2019) und die
aus der vorliegenden Arbeit hervorgegangene Gattung Fundicoccus (Siebert et al., 2020). Mit
8 und 6 Spezies sind Aerococcus und Facklamia die zwei groRten Gattungen der bisher
identifizierten Taxa innerhalb der Aerococcaceae. Alle weiteren Gattungen bestehen aus der
Typspezies oder der Typspezies und einer zweiten Art. Nach phylogenetischen Analysen
umfasst die Familie Aerococcaceae zwei paraphyletische Gruppen. Hierbei bildet die Gattung
Aerococcus eine robuste, separate Linie, wéahrend alle weiteren Gattungen dieser Familie eine
zweite, phylogenetisch enge Gruppe bilden (Ludwig et al., 2009; Huch et al., 2014). Genome
aller valide beschriebenen Typspezies der Aerococcaceae sind in der Datenbank NCBI
hinterlegt. Aus den Genomsequenzen der charakterisierten Typstdmme wurden Genomgrofien
zwischen 1,7 und 3,0 Mbp ermittelt und ein G+C Gehalt detektiert, der von 35,5 bis 46,9mol%

reichte.

Wahrend das erste beschriebene Taxon der Aerococcaceae Luftkeime darstellte (Williams et
al., 1953), so wurde weiterhin ein Grofteil der isolierten Spezies im Kontext mit
veterindrmedizinischen oder humanen klinischen Proben (Facklam und Elliott, 1995; Ludwig
et al.,, 2009) charakterisiert. Einzelne Arten der Familie sind sogar als Pathogene in die
Risikogruppe 2 eingestuft und treten somit als potentielle Krankheitserreger in Erscheinung
(TRBA 466, 2015). Wéhrend die in dieser Arbeit prasentierte neue Typspezies Fundicoccus
ignavus gen. nov., sp. nov. aus Rohmilch isoliert wurde (Siebert et al., 2020), so stammte keiner
der bisher beschriebenen Typspezies bzw. Typstdamme aus einem lebensmittelassoziierten
Habitat. Jedoch wurden einige Gattungen der Familie schon in friiheren Studien, z.B. als Teil
der Rohmilchmikrobiota detektiert (Delbes et al., 2007; Rasolofo et al., 2010; Skeie et al., 2019;

Breitenwieser et al., 2020).

3.2 Die Gattung Raineyella aus der Familie der Propionibacteriaceae

Die Gram-positive, nicht sporenbildende Gattung Raineyella gehort zur Familie der
Propionibacteriaceae und dem Phylum Actinobacteria (Stackebrandt et al., 1997). Im April
2021 waren in der LPSN-Datenbank fiir die Familie Propionibacteriaceae insgesamt 25 valide
publizierte Gattungen hinterlegt. Die artenreichste unter ihnen ist aktuell das Taxon
Tessarococcus (Maszenan et al., 1999), gefolgt von der Typgattung Propionibacterium mit 13
bzw. 5 Vertretern.
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Erstmals isoliert aus der Rhizosphére eines Mooses vom Ufer des Zub-Sees in der Antarktis,
ist die Gattung Raineyella dem britischen Mikrobiologen Frederik Andrew Rainey gewidmet.
Sie setzt sich aus der Typspezies Raineyella antarctica (Pikuta et al., 2016) sowie einer
weiteren, valide beschriebenen Art Raineyella fluvialis (Kim et al., 2020) zusammen (Stand
April 2021). Die Genomanalyse zeigte fur beide Arten, R. antarctica und R. fluvialis, einen
auBergewohnlich hohen G+C Gehalt von 70mol% und einer vergleichbaren Genomgrofe von
3,8 bzw. 3,6 Mbp.

Aufgrund der limitierten Anzahl an entdeckten Stdmmen beschranken sich die
Isolationsquellen von Raineyella bisher auf Seesediment und den Biofilm einer mikrobiellen
Brennstoffzelle (Pikuta et al., 2016; Kim et al., 2020). Weitere Habitate der
Propionibacteriaceae sind aulerdem z.B. menschliche Haut (Mollerup et al., 2016; Scholz und
Kilian, 2016), Schlamm (Nakamura et al., 1995) oder boden- und wasserassoziierte
Lebensrdume (Tamura et al., 1994; An et al., 2008). Auch in dieser Familie werden einzelne
Arten als potentiell pathogene Keime in die Risikogruppe 2 eingegliedert (TRBA 466, 2015).
Die Typgattung Propionibacterium wurde allerdings aus Molkereiprodukten isoliert. Propionat
als Endprodukt der Fermentation aus Laktat ist das namensgebende Charakteristikum und
aufgrund der typischen Aromaauspragung fir milchwirtschaftliche Unternehmen besonders
wertvoll (Stackebrandt et al., 2006; Zangerl, 2016). Beispielsweise wurde die Spezies
Propionibacterium freudenreichii durch den Schweizer Kédse bekannt und ist fortwéhrend als
Starterkultur von enormer industrieller Bedeutung (Stackebrandt et al., 2006; Thierry et al.,
2011; Abeijon Mukdsi et al., 2014). Im Jahr 2020 wurden die Propionibacteriaceae gemaf
Angaben auf LPSN (Stand April 2021) gleich um vier valide Gattungen erweitert, wovon die
Typspezies Brevilactibacter flavus (Wenning et al., 2020) aus boviner Rohmilch isoliert wurde
und die Bedeutung der Propionibacteriaceae in lebensmittelassoziierten Habitaten weiter

untermauert.
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4. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Optimierung eines Protokolls zur Probenvorbereitung fur die
16S rRNA (Amplikon) — Sequenzierung, um darauf aufbauend das Mikrobiom von Rohmilch

aus Deutschland zu analysieren.

Aufgrund der komplexen Probenmatrix, der geringen Keimzahlen sowie dem hohen Anteil an
eukaryotischer Begleit-DNA der Kuh, stellt Rohmilch hohe Anforderungen an die
DNA-Extraktion und erschwert die Erstellung der Sequenzierbibliothek mittels library-PCR.
Daher sollte im ersten Teil dieser Arbeit die bakterielle DNA-Extraktion aus Rohmilch
angepasst und der Einfluss der Zyklenzahl auf das detektierte Mikrobiom in der library-PCR
analysiert werden. Dabei erfordert die Isolation bakterieller DNA drei Schritte: die
Bakterienseparation aus der Rohmilchmatrix, die selektive Abreicherung der eukaryotischen
DNA und die Lyse der prokaryotischen Zellen. Nach der Methodenoptimierung sollte das
Protokoll zu einer verlasslichen Vorbereitung von Rohmilchproben dienen, die zu einer

erfolgreichen Sequenzierung mit einer bestmdglich erfassten Biodiversitat fuhrt.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die optimierte Methode zur Analyse der Rohmilchmikrobiota
per Amplikon-Sequenzierung angewendet werden, um die mikrobielle Diversitat von Rohmilch
zu analysieren. Fir einen moglichst breiten Querschnitt mit einer guten Abdeckung aller
relevanten Parameter war zundchst das Ziel, in Zusammenarbeit mit dem Max Rubner-Institut
(MRI, Kiel), Mikrobiomdaten von deutschlandweit verteilten Erzeugerhdfen zu erheben. Auf
Basis eines umfassenden Datensatzes sollte die mikrobielle Zusammensetzung deutscher
Rohmilch und der Einfluss hofseitiger Faktoren auf die Biodiversitit untersucht werden. Der
Fokus lag dabei auf der Abundanz und Pravalenz taxonomischer Gruppen, die Indikatorkeime
fiir die Rohmilchhygiene darstellen und relevant fur die mikrobiologische Rohmilchqualitét

sind.

Waéhrend einer vorangegangenen Studie zur Untersuchung der aeroben, mesophilen Mikrobiota
von Rohmilch wurden bakterielle Taxa isoliert, die anhand des 16S rRNA-Markergens keiner
valide beschriebenen Gattung oder Spezies zugeordnet werden konnten. Daher war das dritte
Ziel dieser Arbeit eine potentiell neue Gattung und eine potentiell neue Spezies unter
Anwendung eines polyphasischen Ansatzes von nahe verwandten Typstdmmen abzugrenzen

und formal zu beschreiben.
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Medien

Alle verwendeten Fertigndhrmedien wurden geméaR Anweisungen des Herstellers hergestellit.
Die verwendeten Komponenten wurden in H2Ogest. geldst und alle Medien, Lésungen und
Puffer bei 121 °C fiir 15 min autoklaviert.

EDTA 0,3MEDTA
0,5MEDTA
pH 7,8+0,2
Ringer-Losung 2 Tabletten/L (1/4 starke-L0dsung)
Tris-EDTA (TE)-Puffer 10 mM Tris-HCI
1 mMEDTA
pH 7,6
TSB (Tryptose-Soja-Bouillon) 17,0 g/L Pepton aus Casein
(0% (w/v) NaCl) 3,0 g/L Pepton aus Soja

2,5 g/L K2HPO4
2,5 g/L D-(+)-Glucose Monohydrat

pH 7,3

Motilitatsagar 30 g/L TSB Fertigndhrmedium
3 g/L Agar

Nitratagar 30 g/L TSB Fertigndhrmedium

1,0 g/L Kaliumnitrat
1,7 g/L Agar-Agar

Nutrient-Gelatine 3,0 g/L Fleischextrakt
5,0 g/L Pepton
120 g/L Gelatine

13



Material und Methoden

Starkeagar 3,0 g/L Fleischextrakt
10,0 g/L l6sliche Starke
12,0 g/L Agar
pH 7,5+0,2

Fertignahrmedien und Ldsungen:

Tryptose-Soja-Agar (TSA) (Oxoid, Basingstoke, Hampshire)
TSB (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Plate-Count-Agar (PC) (Merck)

Columbia Blutagar mit 5% Pferdeblut (BioRad, Hercules, USA)
Columbia Blutagar mit 5% Schafsblut (Oxoid)

Ringer-Losung (Merck)

Sulfid-Indol-Motilitat (SIM) Medium (Merck)

2. Rohmilchproben

2.1 Methodenoptimierung

Die Rohmilchproben fir die Methodenoptimierung wurden dem Rohmilchtank eines
Bauernhofes bzw. Vorratstank einer Molkerei entnommen. Bis zur weiteren Verarbeitung nach
max. 72 Stunden wurde die Milch in sterilen Glas- oder Plastikflaschen ohne die Zugabe von
Konservierungsmitteln bei 4 °C gekuihlt (Siebert et al., 2021).

2.2 Deskriptive Mikrobiomanalyse

Fur die Status quo - Analyse deutscher Rohmilch wurden in dieser Arbeit 930 Proben von
insgesamt 313 deutschlandweit verteilten Erzeugerhtfen untersucht. Daflir wurden 126
studdeutsche Hofe von 4 Molkereien sowie eine Prifstelle (mit zwei Molkereien) und 187
norddeutsche Erzeugerhdfe von 8 Molkereien beprobt. Die Untersuchung der Rohmilchproben
wurde quartalsweise von Juni 2019 bis Mai 2020 durchgefiihrt. Die siiddeutschen Proben
wurden im Rahmen dieser Arbeit bearbeitet, wéhrend die Verarbeitung der norddeutschen
Rohmilch am MRI in Kiel erfolgte. Die Probenahme erfolgte jeweils im Zuge der
routinemaRigen Probenahme bei der Milchabholung durch die Molkereien auf den
Bauernhofen. Dabei wurden 30 -40 ml Rohmilch automatisiert durch den Milchsammelwagen
in Probenahmegefale tUberfiihrt und gekihlt zur Molkerei transportiert. Nach Konservierung
der Rohmilch mit 0.33% (v/v) Azidiol beim Milchprifring bzw. der Molkerei wurden die
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Proben gekuhlt an die Forschungsstellen versandt, sodass die Milch ab dem Zeitpunkt der
Probenahme max. drei Tage alt war. Das Abholintervall belief sich fur einen Grofteil der
Proben auf zwei Tage, bei wenigen Proben auf ein bzw. drei Tage (Tabelle 1). Zu Beginn der
Probenbearbeitung im Labor wurden fur die Zellzahlbestimmung per Durchflusszytometrie
(BactoCount) je Rohmilchprobe ein Volumen von 1,1 ml entnommen und zundchst bei -20 °C
eingefroren. VVon der verbliebenen Rohmilch wurde ein Volumen von max. 30 ml fur die
anschlieBende DNA-Extraktion herangezogen.

Mithilfe eines Fragebogens wurden Uber die Molkereien Parameter zu Produktions- und
Haltungsbedingungen der entsprechenden Erzeugerhtfe erhoben, sodass fur einen Grofdteil der

Proben Metadaten zugeordnet werden konnten. Die Verteilung der Hofdaten zeigt Tabelle 1.

Tabelle 1 Anzahl der Rohmilchproben pro ausgewéhltem hofseitigen Einflussfaktor.Daten wurden mithilfe eines Fragebogens
durch die Molkereien erhoben.

Nord Sad

Anzahl der Hofe gesamt 187 126
Anzahl der Proben gesamt 540 390
Produktionsart

Konventionell (K) 390 301

Okologisch (0) 150 89
Tierhaltung

Laufstall 193 94

Laufstall + Weide 226 54

Stall- / Anbindehaltung 2 59
Melksysteme: Anzahl der Proben (Hofe)

Automatisiertes Melksystem (AMS) 127 26

Melkstand 357 175

Anbindehaltung 44 76
HofgroRe /Liefermenge (Liter) pro Jahr

Klein (<500.000) 205 224

GroR (>500.000) 335 80

Median Liefermenge pro Jahr 710.000 278.000
Kuhlung

Durchlauf / Vorlaufkiihlung + Tankkihlung 215 6

Tankkuhlung 314 257
Abholungsintervall

1-t&gig 107 4

2-tagig 396 296

3-tégig 111 -
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3. Keimzahlbestimmung

Zur Analyse der aeroben, mesophilen GKZ im Zuge der Methodenoptimierung wurde das
Oberflachenverfahren durchgefuhrt. Flr das klassische Oberflachenverfahren wurde die zu
untersuchende Probe in Ringer-Losung (1/4-starke) dezimal verdunnt und 100 pl der
Suspension fiur jede Verdiinnungsstufe in technischen Replikaten auf TSA ausplattiert. Das
gewichtete Mittel der bakteriellen Keimzahlen (KbE/ml) wurde fur alle Platten nach einer
Inkubation bei 30 °C fiir 5 d berechnet (Siebert et al., 2021). Im Rahmen der deskriptiven
Mikrobiomanalyse erfolgte die Bestimmung der absoluten bakteriellen Zellzahl fur jede
Rohmilchprobe durchflusszytometrisch mit einem BactoCount™ (Bentley Instruments,
Chaska, Minnesota) am MRI in Kiel. Diese wurden nach Bestimmung per
Durchflusszytometrie in der Einheit Individual Bacterial Count (IBC) pro ml ausgegeben.
Dafur wurden die Proben des stiddeutschen Raumes aus dieser Arbeit in regelméRigen

Abstanden im gefrorenen Zustand nach Kiel versendet (Kapitel 11 2.2).

4, Extraktion bakterieller DNA aus Rohmilch

4.1 Optimierung des DNA-Extraktionsprotokolls

Die Optimierung der DNA-Extraktion und der library-PCR der Probenvorbereitung fir die
Amplikon-Sequenzierung des Rohmilchmikrobioms wurde bereits in Siebert et al. (2021)

publiziert.

4.1.1  Abtrennung bakterieller Zellen

Um die Bakterien aus der Rohmilchmatrix zu separieren, wurden im Zuge der Zentrifugation
zwei verschiedenen EDTA Behandlungsmethoden zur Dissoziation der Casein-Mizellen
getestet. Fir die Zentrifugation wurde ein Rohmilchvolumen von 45 ml eingesetzt und die
Zellen 13.000 x g bei 4 °C fir 20 min abgetrennt. Zwischen allen folgenden Schritten wurden
die Proben durchgehend auf Eis gekuhlt. Nach der Zentrifugation wurde mit einer sterilen
Pipettenspitze zundchst die Fettschicht entfernt und der Magermilchiiberstand vorsichtig mit
einer Pipette bis auf ca. 1 — 2 ml abgenommen. Die Zugabe des Chelatbildners EDTA wurde in
zwei Varianten getestet. Bei der ersten Variante erfolgte die Zugabe von 3,0 ml 0,5 M EDTA
(Roth, Karlsruhe, Germany) und 2,0 ml Tris-EDTA (TE)-Puffer (10 mM Tris-HCI +
1 mM EDTA, pH 7,6) zur Rohmilch, die direkt invertiert und zentrifugiert wurde. Bei der
zweiten Variante hingegen wurde das entstandene Pellet nach der Zentrifugation 1 min bei

Raumtemperatur (RT) mit 300 ul 0,5 M EDTA und 200 pl TE-Puffer behandelt (Murphy et al.
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2002). Das in dem verbliebenen Magermilchiberstand resuspendierte Pellet wurde bei beiden
Ausfuhrungen jeweils in ein 2 ml Tube Gberfihrt, bei 16.000 x g (RT) fur 1 min zentrifugiert
und der Uberstand bis auf ca. 100 ul abgenommen. Die zwei verschiedenen
EDTA-Behandlungen wurden insgesamt mit vier unterschiedlichen Rohmilchproben getestet,
jeweils in drei bis sechs Replikaten (Abbildung 3A). Fiir jedes technische Replikat erfolgte die
Ausfuhrung der real-time PCR in Duplikaten (Siebert et al., 2021).

4.1.2  Reduktion der eukaryotischen DNA durch selektive Lyse

Im Anschluss an die Bakterienseparation erfolgten Untersuchungen zur selektiven Lyse (SL)
mit dem Ziel die Zellmembran der von der Kuh stammenden somatischen Zellen zu lysieren
und den Anteil der freigewordenen und verfugbaren eukaryotischen DNA zu vermindern. Dafiir
wurden zu den verbleibenden 100 ul Suspension aus dem vorangegangenen Schritt
(Kapitel 11 4.1.1) 880 ul ¥s-starke Ringer-Losung (Merck) (100 pl, wenn keine SL angewendet
wurde) pipettiert und das entstandene Pellet gelost. Im Anschluss erfolgte eine Zugabe von
20 pl Proteinase K Losung und eine Inkubation der Proben bei 55°C und 350 rpm flr 30 min.
Freigewordene eukaryotische DNA aus den destabilisierten Zellen (Murphy et al. 2002) wurde
nach einer Zentrifugation bei 5.000 x g fiir 5 min (RT) mit dem Uberstand abgenommen und
das Pellet in 80 ul PCR-Grade Water (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) resuspendiert. Durch
die Zugabe von 10 pl 10X Reaktionspuffer (+MgCl2) und 10 ul DNase | (1 U / pl)
(ThermoFisher, Waltham, USA) wurden wéhrend einer Inkubation bei 37°C und 350 rpm flr
20 min Rickstande der eukaryotischen DNA enzymatisch verdaut. Die anschlieRende
Inaktivierung der zugegebenen Enzyme erfolgte bei 85 °C fur 10 min. Alle Proben wurden im
Anschluss an die SL bis zur DNA-Extraktion bei -20 °C gelagert. Eine Rohmilchprobe wurde
eingesetzt, um den Einfluss der selektiven Lyse in Kombination mit jeder
EDTA-Vorbehandlungsvariante jeweils in Triplikaten zu untersuchen (Abbildung 3B). Die
real-time PCR erfolgte je getesteter Behandlung in technischen Replikaten. Mit Ausnahme der
Versuche zur Analyse der SL wurde die Abreicherung der eukaryotischen DNA fir jede
DNA-Extraktion im Rahmen der Optimierungsversuche durchgefiihrt. Bei allen
Vorbehandlungsversuchen erfolgte die DNA-Extraktion mit dem PowerFood Kit (+ 1,0 h
zusatzliche enzymatische Lyse, Kapitel 11 4.1.3) (Siebert et al., 2021).

Um zu testen, ob prokaryotische Zellen von der SL beeinflusst werden, wurden jeweils 7
verschiedene Gram-positive und Gram-negative Bakterien aus der Stammsammlung des
Lehrstuhls fiir Mikrobielle Okologie (Technische Universitat Miinchen (TUM), Freising) in

Reinkultur untersucht (Anhang Tabelle Al). Daflr wurden die Stdmme reaktiviert und auf TSA
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bei 30 °C fir 3 d inkubiert. Nach zweimaliger Passage wurden jeweils 5 ml Tryptose-Soja-
Bouillon (TSB) mit der aktiven Kultur der Stamme beimpft und bei 30 °C und 150 rpm Uber
Nacht bebriitet. AnschlieBend erfolgte in 500 pl der Ubernachtkultur (UNK) die SL wie
beschrieben mit Proteinase K und DNase I, allerdings mit einer Inkubationszeit von jeweils
1,0 h anstatt 30 min. Als Negativkontrolle (NK) diente die Reinkultur ohne den Zusatz von
Enzymen. AnschlieBend erfolgte die DNA-Extraktion mit dem PowerFood Kit und einer
zusétzlichen enzymatischen Lyse von 1,0 h, wie in Kapitel Il 4.1.3 beschrieben. Je Stamm
wurde die SL und die entsprechende NK in Triplikaten getestet.

A B
EDTA vor EDTA nach EDTA vor EDTA nach
Zentrifugation Zentrifugation Zentrifugation Zentrifugation
(RM/EDTA) (Pellet/EDTA) (RM/EDTA) (Pellet/EDTA)
| | | | | |
4 RM Proben: +5SL -SL +5SL -SL

1 Probe 3 technische Replikate ‘ | ‘ |
2 Probe 4 technische Replikate
1 Probe 6 technische Replikate |

| 1 RM Probe
3 technische Replikate
+SL
| |
PowerFood Microbial Kit + PowerFood Microbial Kit +
1.0 h enzymatische Lyse 1.0 h enzymatische Lyse

Abbildung 3 Schematischer Uberblick zur Optimierung der Bakterienseparation aus Rohmilch sowie zur Reduktion der
eukaryotischen DNA. A: Separation der bakteriellen Zellen durch Zentrifugation und EDTA. B: Selektive Lyse in Kombination
mit jeweils einer der EDTA-Behandlungsvarianten. EDTA: Ethylendiamintetraacetat; RM: Rohmilch; SL: selektive Lyse.
Abbildung modifiziert nach Siebert et al. (2021).

4.1.3 Bakterielle Lyse und DNA-Extraktion

Im Anschluss an die Vorbehandlungsmethoden wurde die bakterielle Lyse getestet. Daflr
wurde die DNA-Extraktion mit drei kommerziell erhaltlichen DNA-Extraktionskits sowie den
Extraktionssubstanzen des PathoProof™ Complete-16 Kit (Thermo Scientific, Waltham, USA)
evaluiert (Tabelle 2, Abbildung 4). Mit dem PathoProof™ Complete-16 Kit und dem
foodproof® Sample Preparation Kit Il (Biotecon Diagnostics, Potsdam, Germany) wurde die
reine enzymatische Lyse mit einer finalen sdulenbasierten Aufreinigung getestet. Die
Anwendung des foodproof® StarPrep Two Kit (Biotecon Diagnostics, Potsdam, Germany)
beruhte auf mechanischem Zellaufschluss per bead-beating, welches in dieser Arbeit mit
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6,5m/s fir 30sek im FastPrep 24™ instrument (MP Biomedicals, Santa Ana, USA)
durchgefiihrt wurde. Alle drei Extraktionsverfahren wurden gemé&B Herstellerangaben mit
minimalen Modifikationen angewandt: begonnen wurde mit der direkten Zugabe des
Lysepuffers und die Elution der DNA mit einem Volumen von 35 ul durchgefihrt (Siebert et
al., 2021).

Tabelle 2 DNA-Extraktionskits fiir die Optimierung der DNA Isolation mit dem entsprechenden Extraktionsprinzip. Tabelle
aus Siebert et al. (2021).

Lysemethode DNA-Extraktionskit Prinzip
Enzyme PathoProof™ Complete-16 Kit Puffer (Kit)
(ThermoFisher) Lysozyme, Proteinase K (Kit)
Spinsaule
Enzyme foodproof® Sample Preparation Kit |1 Puffer (Kit)
(Biotecon Diagnostics) Lysozyme, Proteinase K (Kit)
Spinsaule
Bead-beating foodproof® StarPrep Two Kit Puffer (Kit)
(Biotecon Diagnostics) Bead-beating
Enzyme + DNeasy® PowerFood® Microbial Kit Puffer (Kit)
Bead-beating (Qiagen) Bead-beating
Spinséule

Zusatzliche Schritte:
Modifiziert nach Quigley et al. (2012):

Zusétzliche enzymatische Lyse (Lysozym,
Mutanolysin, Proteinase K)

Hitzeschritt: 70 °C fur 10 min

Eine Kombination aus enzymatischer und mechanischer Lyse mit Sdulen-basierter Isolation der
DNA wurde unter Einsatz des DNeasy® PowerFood® Microbial Kits (Qiagen, Hilden,
Germany) getestet. In Anlehnung an vorausgegangene Studien durch Quigley et al. (2012)
wurde eine zusétzliche enzymatische Lyse angewandt. Zu Beginn der DNA-Extraktion nach
der SL wurden hier den 450 pl der MBL-Kit Losung zusatzlich 1 pl (25 pug / ml) Lysozym
(Roth, Karlsruhe, Germany) und 100 U Mutanolysin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
hinzugefiigt. Nach einer Inkubation bei 37 °C und 350 rpm fiir 60 min folgte eine Zugabe von
20 pl Proteinase K Lésung (20 mg / ml) mit einer weiteren Inkubation bei 55 °C und 350 rpm
fiir 60 min. Eine Modifikation des PowerFood Kits bestand in einer reduzierten Inkubationszeit
der zusétzlichen enzymatischen Lyse mit jeweils 30 anstatt 60 min (Abbildung 4). Zur

Destabilisierung der Zellwéande wurde die Suspension bei 70 °C fiir 10 min erhitzt und
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anschlieBend in das mitgelieferte MicroBead Tube Uberfiihrt. Die mechanische Lyse erfolgte
standardmaRig bei 4x6,5 m/s fiir 30 s (kombinierte Lyse) im FastPrep-24™. Alternativ dazu
wurde das bead-beating in der dritten Variante des PowerFood Kits (ohne zusatzliche
enzymatische Lyse) auf 6x6,5 m/s fur 30 s erhoht (Abbildung 4). Wéhrend des bead-beating
wurden die Proben jeweils nach 90 sek 1 min auf Eis inkubiert. Die weitere Extraktion erfolgte
nach Herstellerangaben. Das Volumen zur DNA Elution variierte im Laufe der
Protokolloptimierung, um die DNA-Ausbeute zu maximieren. Somit wurde das
Elutionsvolumen zunéchst auf 50 pl reduziert und entsprach beim Kitvergleich schlieBlich
einem Volumen von 35 pl PCR-Grade Water. Dieses wurde fir 1 min auf der Sdule inkubiert
und bei 13,000 x g zentrifugiert. Wasser-Extraktionen dienten zur Kontrolle (NK) von
Kontaminationen wahrend der DNA-Extraktion. Alle Extraktionen der Optimierungsversuche
zur Vorbehandlung der Rohmilch (EDTA und SL) und zur Analyse der PCR-Zyklenzahl im
1. Schritt der library-PCR wurden mit dem PowerFood Kit und dem zusétzlichen
enzymatischen Aufschluss von 1,0 h durchgefiihrt (Abbildung 3). Die DNA-Extraktion des
Kitvergleichs erfolgte in Duplikaten oder Triplikaten, wobei fir die Proben A+B beispielhaft
eine Mikrobiomanalyse durchgefiihrt wurde. Fir die Rohmilchproben C+D erfolgte lediglich
die Quantifizierung der DNA nach der library-PCR (Abbildung 4) (Siebert et al., 2021).

Technische Replikate pro Rohmilch und Kit

RM Probe C

EDTA vor Zentrifugation (RM/EDTA) + SL

[=]

PowerFood Microbial Kit

. bead-beating: 6x6.5 m/s, 30 s i 3 nd nd
SoSIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIICC . — —
i 0.5 h enzymatische Lyse ! 2 nd nd
e T 3 — —
i 1.0 h enzymatische Lyse ! 3 3
ittty 3 3 —
Extraktions-Reagenzien: PathoProof Kit
Sample Preparation Kit 2 2 2
Star Prep Two Kit 3
\ﬂ_/

Mikrobiomanalyse

Abbildung 4 Schematischer Uberblick des Kitvergleichs zur Optimierung der Extraktion bakterieller DNA aus
Rohmilch.Dargestellt sind die verschiedenen Extraktionskits mit den entsprechenden Replikaten fir jede untersuchte
Rohmilchprobe A-D. EDTA: Ethylendiamintetraacetat; nd: nicht determiniert; RM: Rohmilch; SL: selektive Lyse. Abbildung
modifiziert nach Siebert et al. (2021).
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4.2 Finales Protokoll zur DNA-Extraktion aus Rohmilch

Das finale Protokoll war die Grundlage fir die Extraktion bakterieller DNA zur
Amplikon-Sequenzierung der Rohmilchmikrobiota im Rahmen dieser Arbeit. Hierflir wurden
von jeder Rohmilchprobe standardmaRig 30 ml verarbeitet. Um weniger harsche Bedingungen
zu erzeugen, wurden 1,8 ml einer 0,3 M EDTA L6sung eingesetzt. Nach Zugabe von EDTA
direkt zur Rohmilch wurde die Probe invertiert, unmittelbar bei 13.000 x g bei 4 °C fir 20 min
zentrifugiert und anschlieRend durchgehend auf Eis gehalten. Das Milchfett wurde mit einer
Pipettenspitze steril entfernt und der Magermilchriickstand vorsichtig mit einer Pipette bis auf
ca. 1-2ml abgenommen ohne das Pellet zu berthren. Das Pellet wurde schliellich
resuspendiert und nach der Zentrifugation bei 16.000 x g (RT) fur 1 min erfolgte die SL wie in
Kapitel Il 4.1.2 beschrieben. Die anschlieRende bakterielle Lyse basierte auf einer Kombination
aus mechanischer (bead-beating) und zusétzlicher enzymatischer Lyse unter Verwendung des
DNeasy® PowerFood® Microbial Kit. Im ersten Schritt des DNA-Isolationsprozesses wurden
fur die zusétzliche Enzymbehandlung 1 pl Lysozym und 100 U Mutanolysin zusammen mit
450 ul MBL Kit-Puffer (auf 55 °C erhitzt) bei 37 °C und 350 rpm fir 30 min inkubiert. Danach
wurden die Proben mit 20 pl Proteinase K Losung (20 mg/ ml) bei 55 °C und 350 rpm fiir
30 min verdaut. Nach einer Hitzebehandlung bei 70 °C fiir 10 min wurde die Suspension in das
mitgelieferte MicroBead Tube Uberflihrt. Die mechanische Lyse erfolgte bei 6x6,5 m/s flr
30 sek im FastPrep™ mit einer Kiihlung der Proben nach jeweils 90 sek fiir 1 min auf Eis. Im
weiteren Verlauf der Extraktion wurde nach Angaben des Herstellers verfahren. SchlieBlich
setzte sich die Elution der DNA aus zwei aufeinanderfolgenden Schritten zusammen, bei denen
jeweils ein Volumen von 24 ul PCR-Grade Water (55°C) auf die S&ule gegeben und bei
13.000 x g fur 1 min (RT) zentrifugiert wurde. Wasser-Extraktionen dienten zur Kontrolle
(NK) von Kontaminationen wéhrend der DNA-Extraktion. Also Positivkontrolle fur die
Sequenzierung wurde eine MOCK Community bestehend aus 6 Gram-negativen Taxa
(Acinetobacter, Chryseobacterium, Citrobacter, Enterobacter, Moraxella, Pseudomonas) und
8 Gram-positiven Taxa (Clostridium, Corynebacterium, Enterococcus, Janibacter, Listeria,
Microbacterium, Staphylococcus, Streptococcus) extrahiert. Bis zur Erstellung der library-PCR

flr die Sequenzierung wurden die Proben bei -20 °C gelagert.

5. Quantifizierung bakterieller DNA

Eine real-time PCR mit universellen 16S rDNA-Primern wurde angewandt, um die
Vorbehandlungsmethoden wahrend der Methodenoptimierung zu vergleichen. Der
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PCR-Ansatz und das PCR-Programm fir den Cycler CFX96 (Biorad) sind in Tabelle 3 und
Tabelle 4 aufgefuhrt. Alle Messungen wurden in technischen Replikaten durchgefuhrt und mit
der zugehorigen Software CFX Maestro™ (Biorad) die Ct-Werte ermittelt. Als Referenz diente
ein Standard aus einer Mischung bakterieller DNA, isoliert aus Reinkulturen der Gattungen
Acinetobacter, Corynebacterium, Kocuria, Lactococcus, Microbacterium, Pseudomonas, und
Staphylococcus. Diese DNA-Mischung wurde weiterhin verwendet, um einen Standard
bestehend aus eukaryotischer und bakterieller DNA in einem Mischungsverhaltnis von 10%,
1% und 0,1% herzustellen (Siebert et al., 2021). Anhand dieses Standards erfolgte die Analyse
des prozentualen Anteiles der bakteriellen DNA am Gesamt-DNA Extrakt. Dieser wurde geman
der Formel von Schreiner (2014) berechnet, wobei die Variablen a und b durch lineare

Regression ermittelt wurden:

10a*Ct+b

Anteil bakterieller DNA (%) = 100
nteil bakterieller (%) GesamtDNA (ng)*

Die DNA-Konzentration nach Erstellung der library-PCR wurde per Qubit Fluorometer 2.0 mit
dem entsprechenden Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher, Waltham, USA) nach
Herstellerangaben bestimmt (Siebert et al., 2021).

Tabelle 3 Real-time PCR-Ansatz flr den Vergleich der Vorbehandlungsmethoden und die Quantifizierung bakterieller DNA
zur Methodenoptimierung.

Komponente Volumen (ul)
SYBR Green Supermix 10 pl
515 forward Primer (10 pmol/ul) 1l
806 reverse Primer (10 pmol/ul) 1l
gPCR H,0 3ul
Probe 5ul
Gesamt 20 pl

Tabelle 4 PCR Programm fir den Vergleich der Vorbehandlungsmethoden und die Quantifizierung bakterieller DNA zur
Methodenoptimierung.

Schritt Temperatur (°C) Zeit (sek)
Initiale Denaturierung 98 300
Denautierung 98 20
Annealing 52,5 30
Elongation 72 40
Kihlung 10 o0
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6. Amplikon-Sequenzierung von Rohmilchproben

6.1 Erstellung der Sequenzierbibliothek per library-PCR

Fur die Erstellung der Sequenzierbibliothek mit der library-PCR in Vorbereitung auf die
Amplikon-Sequenzierung wurde die VV3-V4 Region des bakteriellen 16S rRNA-Genabschnitts
mithilfe einer zweistufigen PCR (Berry et al., 2011) vervielféltigt. Unter Verwendung der
Primer 341F und 785R entsprachen die Amplikons einer Lange von ca. 460 Bp (Klindworth et
al., 2013). Nach der Amplifikation der Ziel-DNA im 1. Schritt der library-PCR wurde in der
2. PCR fiir jede Probe eine individuelle Primerkombination aus Barcode und Illumina-Adapter
eingesetzt. Da der DNA-Extrakt eine Mischung aus eukaryotischer und bakterieller DNA war,
wurde die DNA-Konzentration aus dem 1. PCR Schritt fur den Einsatz in der 2. PCR nicht
angepasst. Die Zusammensetzung der entsprechenden PCR-Reaktionsansdtze und die
PCR-Bedingungen, sowohl fiur die Methodenoptimierung, als auch fiir die

Rohmilch-Mikrobiomanalyse zeigen Tabelle 5 und Tabelle 6.

Tabelle 5 PCR-Reaktionsansatz fiir die library-PCR zur Generierung von Amplikons (V3+V4).

Komponente Volumen (ul)
1.Schritt library-PCR

Phusion HF Buffer 4
dNTPs 0,4
341F-ovh-Primer (20uM) 0,125
785R-ovh-Primer (20uM) 0,125
Phusion High-Fidelity Il DNA Polymerase Hotstart 0,1
DMSO 7,5% 1,5
PCR-Grade Water 6,75
DNA-Probe 7
Gesamt 20
2.Schritt

Phusion HF Buffer 10
dNTPs (10 mM) 1
341F-ovh-HTS (20uM) 0,313
785R-ovh-HTS (2,5uM) 2,5
Phusion High-Fidelity Il DNA Polymerase Hotstart 0,2
DMSO 7,5% 2,5
PCR-Grade Water 28,5
DNA-Probe aus 1. PCR 5
Gesamt 50
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Tabelle 6 PCR-Bedingungen flr die library-PCR zur Generierung von Amplikons.

Temperatur (°C) Zeit (sek) Zyklen
Schritt 1. Schritt 2. Schritt 1. Schritt 2. Schritt
Initiale Denaturierung 98 120 40 1 1
Denaturierung 98 20 20
Annealing 55 40 40 20* 10
Elongation 72 40 40
Finale Elongation 72 120 120 1 1
Kihlung 10 ) - -

*Variation bei Optimierungsversuchen: 15, 20, 25, 30 und 35 Zyklen im 1. PCR-Schritt

Das PCR-Produkt wurde nach dem Zusammenfiihren paralleler PCRs derselben Proben im
Anschluss an den 2. Schritt der PCR unter Verwendung des 1,8-fachen PCR-Volumens von
Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter, Inc., Brea, USA) aufbereitet. Dabei wurden
die magnetischen Beads und das PCR-Produkt fur 5 min bei RT inkubiert, gefolgt von zwei
aufeinanderfolgenden Waschschritten mit jeweils 200 pl 70% (v/v) Ethanol und einer
Inkubationszeit von 30 sek. Um die Uberstinde zu entfernen, wurden die Tubes zwischen jedem
Schritt in einen Magnetstander gestellt. Nachdem sich die Beads an der Seite der GeféaRRe
festsetzten (nach ca. 2 min) wurde der Uberstand abgenommen und zuriickgebliebenes Ethanol
fur ca. 10 min verdampft. AbschlieBend wurden die Beads in einem Endvolumen von 25 pl
PCR-Grade Water geldst, um nach erneutem Einsatz des Magnetstanders die DNA mit dem
Uberstand nach ca. 2 min zu entnehmen. Zur Erstellung des DNA-Pools wurden die
DNA-Konzentrationen der Proben entweder auf 0,5 oder 2,0 nM (abhéngig von Konzentration
der Proben nach der library-PCR) eingestellt:

ng 10°CP)
Konzentration in nM = Konzentration (DNA) — * g
w572 Bp * 650 (o)

Nach einem Protokoll der Core Facility Microbiome (TUM, Freising, Deutschland) wurde die
DNA des finalen Probenpools zundchst mit 0,2 N NaOH und 0,2 N Tris-HCI (pH 7) denaturiert,
mit einer Pufferlosung versehen und auf eine Endkonzentration von 12 pmol verdiinnt. Dem
Probenpool (library-PCR) wurden 25% des denaturierten Bakteriophagen-Genoms PhiX
beigemischt, welches zur Kontrolle der Sequenzierung diente. Die vorbereitete
Sequenzierbibliothek wurde schliel3lich auf die mit H2Ogest. und Ethanol gespiilte Flow Cell
gegeben und mit 2x275 Zyklen (Methodenoptimierung) bzw. 2x300 Zyklen (deskriptive
Mikrobiomanalyse) unter Einsatz einer MiSeg-Reagent Kitv3 auf einem
[llumina MiSeg-Sequenzierer nach Herstellerangaben sequenziert.
24



Material und Methoden

6.1.1  Optimierung der library-PCR

Die library-PCR fur die Versuche zur Optimierung der Amplikon-Sequenzierung von
Rohmilchproben wurde in zwei bis vier Replikaten (abhangig von der Zyklenzahl und der
verwendeten Rohmilch) mit unterschiedlichen oder einheitlichem Barcode im Thermocycler
CFX96 (Biorad) ausgefiihrt. Getestet wurden vier Rohmilchproben mit 15-35 Zyklen
(Zunahme um jeweils 5 Zyklen) im 1. Schritt der 2-Stufen-PCR, gefolgt von jeweils 10 Zyklen
im 2. PCR-Schritt (Abbildung 5) (Siebert et al., 2021).

EDTA vor Zentrifugation
(RM/EDTA) + SL
[
PowerFood Microbial Kit +
1.0 h enzymatische Lyse

RM 1 RM 2 RM 3 RM 4
(Hof) (Hof) (Molk.) || (Molk.)
| [ I ]
Zyklenzahl Zyklenzahl:
(individueller Barcode) 15, 20, 25, 30, 35

|15 | [20] [25] [30] |35

4 PCR 3PCR 2PCR 3 PCR Replikate pro
Replikate pro Zyklenzahl Zyklenzahl

Abbildung 5 Schematischer Uberblick zur Optimierung der Zyklenzahl in der library-PCR. Dargestellt sind die untersuchten
Proben mit entsprechender Zyklenzahl und den jeweiligen PCR-Replikaten. RM: Rohmilch; EDTA: Ethylendiamintetraacetat;
SL: selektive Lyse; Molk.: Molkerei. Abbildung modifiziert nach Siebert et al. (2021).

6.1.2  Deskriptive Mikrobiomanalyse

Fir die deutschlandweite Mikrobiomanalyse wurde die library-PCR sowie die Sequenzierung
von allen Proben von der Core Facility Microbiome (TUM, Freising) durchgefihrt. Je
extrahierter Probe erfolgten hierbei vier parallele PCRs mit einheitlichem Barcode. Die

library-PCR erfolgte mit 20 + 10 Zyklen in der ersten bzw. zweiten PCR.

6.2 Auswertung der Sequenzierdaten

Zur Verarbeitung der Sequenzierdaten wurde die Plattform Integrated Microbial
Next-Generation Sequencing (IMNGS) (Lagkouvardos et al., 2016) verwendet. In der Pipeline
ist eine modifizierte Version des Programms UPARSE (Edgar, 2013) zur de novo Konstruktion
von OTUs aus NGS Sequenzen implementiert.
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6.2.1  Methodenoptimierung

Das Clustering der qualitatsgepriiften FASTQ-Daten aus der Sequenzierung erfolgte mit
USEARCH Version 11.0 (Edgar, 2010), basierend auf einer Sequenzidentitat von 97%. Durch
das Abgleichen der OTUs mit der Ribosomal Database Project (RDP) Datenbank (Cole et al.,
2014) wurden chimére Sequenzen mit UCHIME (Edgar et al., 2011) sowie
nicht-prokaryotische OTUs mithilfe von SortmeRNA (Kopylova et al., 2012) herausgefiltert.
Die finalen OTU Sequenzen wurden mit SINA Version 1.6.1 (Pruesse et al., 2012) unter
Verwendung der Referenzdatenbank Silva (Quast et al., 2013) taxonomisch eingeordnet und
eine Tabelle mit der Anzahl der Sequenzen pro detektierter OTU ausgegeben (Siebert et al.,
2021). Die Einstellungen fiir die Prozessierung der Daten in IMNGS ist in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7 Einstellungen fiir Verarbeitung der FASTQ-Daten mit IMNGS zur Generierung einer OTUs-Tabelle. nt: Nukelotide;
OTU: operational taxonomic unit.

Bezeichnung der Einstellung Wert
Number of allowed missmatches in the barcode 2
Min fastq quality score for trimming of unpaired reads 3
Min length for amplicons for paired overlaping sequences [nt] 300
Max length for amplicons for paired overlaping sequences [nt] 600
Max rate of expected errors in paired sequences 0.005
Length of trimming at the forward side of the seqs [nt] 10
Length of trimming at the reverse side of the seqs [nt] 10
Min relative abundance of OTU cutoff (0-1) 0.0025

Alle OTUs mit einer relativen Abundanz von <0,25% in allen Proben wurden verworfen
(Tabelle 7). Bei einer geringen Probenzahl werden dadurch auch OTUs mit einer niedrigen
Abundanz entfernt, was mit einer verzerrten, niedrigeren Richness einhergeht. Um die Vielfalt
fur die alpha-Diversitatsanalyse zu erhdhen wurden die Sequenzierdaten weiterer 100 Proben
anderer Sequenzierungen vor dem Remultiplexen und der Prozessierung auf IMNGS in das
Datenset mit eingespeist (Siebert et al., 2021).

Diese Daten dienten der Biodiversitatsanalyse unter Verwendung des R-Skriptes Rhea
(Lagkouvardos et al., 2017). Vor der Normalisierung zu Beginn der Analyse wurden alle
Proben, die nicht Teil dieser Studie waren und eine Gesamtsequenzanzahl <7.348 aufwiesen,
aus dem Datensatz entfernt. Die Analyse der alpha-Diversitat ergab sich aus der Berechnung

der Richness und des Shannon.Effective. Die beta-Diversitat, ebenso ein Teil des
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Rhea-Skriptes, basierte auf der generalized UniFrac distance (Chen et al., 2012; Siebert et al.,
2021).

6.2.2  Deskriptive Mikrobiomanalyse

Die FASTQ-Dateien der forward (R1) und der reverse (R2) Sequenz wurden mit dem
Programm Trimmomatic (Bolger et al., 2014) jeweils am 3‘-Ende auf 275 Nukleotide (nt)
gekiirzt (durchgefiihrt von Dr. Christopher Huptas, Lehrstuhl fir Mikrobielle Okologie, TUM,
Freising). Danach wurden die gekulrzten FASTQ-Dateien durch Dr. Sandra Reitmeier (Core
Facility, TUM, Freising) unter Einsatz einer Uberarbeitete offline Version von IMNGS
(NGSToolkit Version 3.3) mit den in Tabelle 8 aufgefiihrten Einstellungen bearbeitet. Hier
erfolgte die Generierung von zero-radius OTUs (zOTUs) und das Clustering mit USEARCH
Version 11.0.667 basierte auf einer Sequenzidentitdt von 99% (Edgar, 2010; 2018). Der
Sequenzabgleich wurde ebenso mit der RDP Datenbank (Cole et al., 2014) durchgefuhrt sowie
Chimére mit UCHIME (Edgar et al., 2011) und nicht-prokaryotische mit OTUs SortmeRNA
(Kopylova et al., 2012) entfernt. Die taxonomische Zuordnung der OTUs erfolgte schlielRlich
durch den RDP classifier (Wang et al., 2007) mit der Referenzdatenbank Silva (Quast et al.,
2013).

Tabelle 8 Einstellungen fir die Verarbeitung der FASTQ-Daten mit IMNGS fir die Generierung einer zOTUs-Tabelle.
nt: Nukleotide; OTU: operational taxonomic unit.

Bezeichnung der Einstellung Wert
Number of allowed missmatches in the barcode 1
Min fastq quality score for trimming of unpaired reads 20
Min length for amplicons for paired overlaping sequences [nt] 300
Max length for amplicons for paired overlaping sequences [nt] 600
Max rate of expected errors in paired sequences 0.02
Length of trimming at the forward side of the seqs [nt] 10
Length of trimming at the reverse side of the seqs [nt] 10
Min relative abundance of OTU cutoff (0-1) 0.0025

Die Analyse der Daten erfolgte in Kooperation mit Dr. Tasja Buschhardt vom Bundesinstitut
fir Risikobewertung (BfR, Berlin, Deutschland) unter Verwendung des R-phyloseq package
Version 1.34.0 (McMurdie und Holmes, 2013) und der Software R Version 4.02 (R Core Team,
2020). Die Daten wurden auf die Probe mit der geringsten Readzahl (7.400) normalisiert. Fir

die Mikrobiomanalysen erfolgte die alpha-Diversitdt mit den Indizes Richness (Observed
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OTUs) und Shannon. Die relativen Abundanzen wurden auf Phylums-, Familien- und
Gattungsebene determiniert. Integrierte R-Funktionen wurden genutzt um eine
Hauptkomponentenanalysen (Principal Component Analysis, PCA) auf Familien- und
Gattungsebene durchzufiihren. Mithilfe des Rhea Skriptes (Lagkouvardos et al., 2017) erfolgte
die beta-Diversitatsanalyse auf Basis der generalized UniFrac distance nach der

vorangegangenen Normalisierung der Daten (auf die geringste Readzahl).

Zur ldentifizierung der OTUs auf Speziesebene wurde die 6ffentlich zugéngliche Datenbank
EzBioCloud (Yoon et al., 2017) genutzt. Mit einer verwertbaren Sequenzlédnge von ca. 445 Bp
wurden alle OTUs, die in der Sequenzierung der Gattung Streptococcus zugeordnet wurden,
mit den verfiigbaren, fast vollstdndigen Typstammsequenzen des 16S rRNA-Gens abgeglichen.
Einbezogen wurden nur Sequenzen, die eine Sequenzubereinstimmung >98,65% und damit
oberhalb der gultigen Speziesgrenze zeigten. Alle OTU-Sequenzen der gleichen Art wurden

zusammengefasst.

7. Statistik

Alle statistischen Analysen wurden mit der Software R Version 4.02 (R Core Team, 2020)
durchgefiihrt. Fur die Versuche im Rahmen der Optimierung von DNA-Extraktion und
library-PCR wurde die Normalverteilung und die Varianzhomogenitit der Daten mit den
R-Funktionen Shapiro-Wilk und F-Test ausgefiihrt. Statistische Unterschiede bei den
Behandlungsvarianten vor der bakteriellen Lyse, der Amplikon-Konzentration und der
Zyklenzahl in der library-PCR wurden mit dem gepaarten t-Test, dem Welsh t-Test und dem
Wilkoxon-Rangsummentest analysiert (Siebert et al., 2021).

Die Skripte fur die statistische Auswertung der Daten zur Rohmilchmikrobiota wurden von
Dr. Tasja Buschhardt (BfR, Berlin) erstellt. Zum Vergleich der bakteriellen und somatischen
Zellzahlen, der alpha-Diversitatswerte Richness (Observed OTUs) und Shannon sowie der
relativen Abundanzen wurde zunéchst die Normalverteilung der Daten mit der integrierten
R-Funktion Shapiro-Wilke Gberprift. Fir die durchgéngig nicht parametrischen Datensétze
wurde zum Test auf statistische Signifikanz der Kruskal-Wallis Test in Kombination mit dem
Dunn’s Test fir den Mehrfachvergleich angewandt. Die Bonferroni-Methode diente der
Korrektur des multiplen Vergleichs.
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8. Charakterisierung neuer bakterieller Taxa

Die Beschreibung neuer Taxa erfolgte mithilfe eines polyphasischen Ansatzes, bei dem
genomische, phénotypische und chemotaxonomische Eigenschaften analysiert wurden. Die
Neubeschreibung der Gattung Fundicoccus ignavus gen. nov., sp. nov. mit den drei Stdammen
WS49377, WS4759 und WS5303 der Familie Aerococcaceae wurde gemaR den
Minimalstandards von Mattarelli et al. (2014) und Chun et al. (2018) durchgefiihrt und bereits
in Siebert et al. (2020) publiziert. Fur Taxa der Familie der Propionibacteriaceae existieren
keine angepassten Minimalstandards, allerdings wurde fir die Charakterisierung von
Raineyella sp. nov. (WS4998" und WS4999) der Referenzstamm Raineyella antarctica
eingesetzt. Raineyella fluvialis wurde erst nach Abschluss der experimentellen Versuche

publiziert.

8.1 Genetische Analysen
8.1.1  16S rRNA-Phylogenie

Die fast vollstandige Sequenz des konservierten 16S rRNA-Genabschnittes wurde genutzt, um
Sequenzidentitaten abzugleichen und die Stdmme beider Neubeschreibungen phylogenetisch
einzuordnen. Nach einer Inkubation auf TSA bei 30 °C fur 4 d wurde die DNA aller Stamme
gemall von Neubeck et al. (2016) isoliert. Fir die Analyse der phylogenetischen Beziehungen
wurden zundchst die 16S rRNA-Sequenzen der neuen Gattung sowie der neuen Spezies mit den
Primern 16S_519 for (5‘-CAGCAGCCGCGGTAATAC-39) und 16S_907 rev
(5‘-CCGTCAATTCMTTTGAGTTT-3) bestimmt. Beide Sequenzen wurden durch ein Alignment
uberlappender Regionen zu der fast vollstandigen 16S rRNA-Gensequenz zusammengesetzt.
Zum Abgleich der 16S rDNA-Sequenzidentitaten mit bereits giltig beschriebenen Typspezies
bzw. Typstammen wurde die Datenbank EzBioCloud (Yoon et al., 2017) genutzt, von der auch
die Vergleichssequenzen fir die phylogenetischen Analysen herangezogen wurden. Mit
diesen16S rRNA-Gensequenzen sowie jeweils einer Outgroup wurde ein ClustalW Alignment
erstellt (Thompson et al., 1994). Die anschlieRende Berechnung eines Maximum-Likelihood
(ML)-Baums zur Rekonstruktion der evolutionaren Verwandtschaft erfolgte in MEGA X (Hall,
2013) und basierte auf dem Tamura-Nei-Model. Die Bootstrap Werte zur Beurteilung der
statistischen Unterstltzung wurden aus 500 Wiederholungen flr F. ignavus gen. nov., sp. nov.

und 1000 Wiederholungen fur Raineyella sp. nov. errechnet (Siebert et al., 2020).
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8.1.2  Genomische Analysen

Um Eigenschaften wie GroRe und G+C Gehalt aufzudecken und in silico Analysen auf
Genomebene durchfiihren zu kénnen, erfolgte die Genomsequenzierung der Stimme WS4937T,
WS4759 und WS5303 (Gattung) sowie der Stamme WS4998™ und WS4999 (Spezies).
Zunachst wurden alle Isolate bei 30 °C fiir 4 d kultiviert und deren DNA unter Verwendung des
Qiagen QlAamp DNA Mini Kit nach Herstellerangaben isoliert. In Vorbereitung auf die
Genomsequenzierung erfolgte die Erstellung einer PCR-freien Sequenzierbibliothek. Dabei
wurde fur die Fragmentierung der DNA sowie die Sequenzieradapter-Ligation geméall dem
Protokoll von Huptas et al. (2016) verfahren und das TruSeq DNA PCR-free Sample
Preparation Kit (lllumina) verwendet. Die Genomsequenzierung erfolgte in einer
MiSeg-Reagent Kit v3 Kartusche auf einer lllumina MiSeg—Plattform nach Vorgaben des
Herstellers. Im Anschluss wurden die Sequenzen mit Hilfe der Pipeline FastQC Version 0.10.1
(www. bioinformatics. babraham.ac. uk/ projects/ fastqc/) des NGS QC Toolkits Version 2.2.3
(Patel und Jain, 2012) einer Qualitatskontrolle unterzogen. Aus den resultierenden
hochqualitativen Sequenzen wurde mit SPAdes Version 2.5.1 die finale Genomsequenz
assembliert (Bankevich et al., 2012). Mit der Annotationspipeline fur prokaryotische Genome
der Datenbank NCBI (Tatusova et al., 2016; Haft et al., 2017) erfolgte die Identifizierung der
codierenden Regionen (Siebert et al., 2020).

Zur Analyse der Ahnlichkeit zwischen Typstammen bzw. Typspezies wurde fiir die neue
Gattung die Berechnung der Aminosaureidentitat (AAI) und fur die neue Spezies die dDDH
angewandt. Die Genomsequenzen der Typspezies bzw. Typstdmme, die sich aus der
phylogenetischen Analyse als Referenzstdmme ableiten lieBen wurden von der Datenbank
NCBI bezogen. Die Berechnung der AAI-Werte wurde mit CompareM (https:// github. com/
dparks1134/CompareM) durchgefiihrt und resultierte aus den paarweisen Vergleichen, bei
denen jeweils die neue Typspezies WS4937T mit einem der Referenzgenome abgeglichen
wurde (Siebert et al., 2020). Sowohl die Assemblierung und Annotation der Genome, als auch
die Berechnung der AAI-Werte wurde von Dr. Christopher Huptas (Lehrstuhl fir Mikrobielle
Okologie) durchgefiihrt.

Die dDDH der Speziesneubeschreibung (Raineyella sp. nov.) erfolgte mit den rekonstruierten
Genomen der Stamme WS4998"T und WS4999 und den Genomsequenzen der
Vergleichsstamme durch den Type Strain Genome Server (TYGS) der Deutschen
Stammsammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig,
Deutschland) (Meier-Kolthoff und Goker, 2019).
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8.1.2.1 Phylogenomische Analysen

Um evolutiondre Verwandtschaften mit noch hoéherer Auflosung zu analysieren wurden
phylogenomische Analysen durchgefiihrt. Entsprechend den genomischen Minimalstandards
fiir die Neubeschreibung einer Gattung nach Chun et al. (2018) wurde die phylogenomische
Position von F. ignavus gen. nov., sp. nov. mithilfe eines up-to-date bacterial core gene
(UBCG)-Baums bestimmt. Fir die Erstellung eines Alignments wurden hierfur die verfligbaren
Genomsequenzen aller Referenzstamme (abgeleitet aus der phylogenetischen Analyse) sowie
eine Outgroup von der Datenbank NCBI bezogen. Zusammen mit den Isolaten WS4937T,
WS4759 und WS5303 wurde basierend auf 92 houskeeping Genen mit der UBCG Software
Version 3.0 (Na et al., 2018) ein multiples Sequenzalignment erstellt und per MEGA X ein
UBCG-Baum berechnet. Hierflr wurde das Tamura-Nei Model mit 200 Wiederholungen
angewandt (Siebert et al., 2020). Die Analysen wurden von Dr. Christopher Huptas (Lehrstuhl
fiir Mikrobielle Okologie) ausgefiihrt.

8.1.2.2 Analyse des Aminosauremetabolismus per KEGG-Datenbank

Die Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Datenbank wurde genutzt, um in
Ergénzung zum Phénotyp auf Genomebene den Aminosauremetabolismus des Typstammes der
neuen Gattung F. ignavus gen. nov., sp. nov. WS4939" zu interpretieren (Siebert et al. 2020).
Zunéchst wurden mit dem Programm Prodigal (Hyatt et al., 2010) die Protein-codierenden
Gene des assemblierten Genoms von Isolat WS4939" vorhergesagt (durch Dr. Christopher
Huptas, Lehrstuhl fiir Mikrobielle Okologie). Die daraus resultierenden Sequenzen wurden mit
BlastKOALA (Kanehisa et al., 2016) annotiert und funktionalen, orthologen Sequenzen (K
numbers) aus dem molekularen Netzwerk der KEGG Datenbank zugeordnet (KEGG
Orthology). Mit diesen Orthologen erfolgte per KEGG mapping die Rekonstruktion der KEGG
Signalwege (KEGG pathway).

8.2 Phéanotypische Analysen

Im Rahmen der phanotypischen Analysen wurden morphologische, physiologische und
biochemische Merkmale der neuen Taxa bestimmt. Die Stdmme der neuen Gattung
Fundicoccus ignavus gen. nov., sp. nov. (WS49377, WS4759 und WS5303) (Siebert et al.,
2020) sowie der neuen Spezies Raineyella sp. nov. (WS4898™ und WS4899) mit dem
Referenzstamm R. antarctica DSM 100494 wurden dafiir routineméRig auf TSA bei 30 °C flr
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4 d kultiviert, sofern nicht anders angegeben. Alle Versuche wurden in zwei unabhangigen,

biologischen Replikaten durchgefiihrt.

8.2.1  Analyse der Zellmorphologie

Im Zuge der Ermittlung der morphologischen Charakteristika wurden Zellgroie und Form,
Gram-Typ und Motilitat aller unbekannten Stdmme beider Neubeschreibungen analysiert. Fir
die mikroskopischen Aufnahmen wurde ein Phasenkontrastmikroskop (BX51 Olympus,
Hamburg, Deutschland) mit einer 100-fachen VergroRerung eingesetzt, nachdem die Isolate auf
TSA bei 30 °C flr 48 h inkubiert, das Zellmaterial mit ¥ starker Ringer-Losung gewaschen
und in 50 pl suspendiert wurde. Um die Zellen sichtbar zu machen, diente das zugehoérige
Software F-view Soft Imaging System (Olympus, Hamburg, Deutschland). Unter Verwendung
von 3% (w/v) KOH wurde die Methode nach Gregersen (1978) zur Untersuchung des
Gram-Typs angewandt. Die Beurteilung der Motilitdt der Zellen in halbfestem TSA
(TSB + 0.3% (w/v) Agar) erfolgte nach einer Inkubation bei 30 °C furr 7 d (Siebert et al., 2020).

8.2.2  Analyse der Wachstumsbedingungen

Zur Charakterisierung der Wachstumsbedingungen der neuen Taxa wurde jeweils der Einfluss
von Sauerstoff, Temperatur, NaCl und pH getestet. Die Féhigkeit unter anaeroben Bedingungen
zu wachsen wurde fir alle Isolate unter Einsatz eines Oxoid AnaeroGen (Thermo Scientific)
gemal Anweisungen des Herstellers analysiert. Bewertet wurde das Wachstum nach der
Inkubation auf TSA bei 30 °C flur 7 d. Die optimalen Wachstumsbedingungen beziglich
Temperatur, NaCl und pH wurden flr die Stdmme beider Neubeschreibungen (Gattung und
Spezies) in TSB getestet. Die Salzkonzentrationen wurden durch die Zugabe von NaCl (in
1,0%-Schritten) modifiziert und die pH-Werte mit einer schrittweisen Erhéhung von 0,5,

basierend auf dem Puffersystem von Xu et al (2005), eingestellt (Siebert et al., 2020).

8.2.2.1 Fundicoccus ignavus gen. nov., sp. nov.

Fur die Stimme der neuen Gattung WS4939T, WS4759 und WS5303 wurden die
Wachstumskurven per Bioscreen C (Oy Growth Curves AB Ltd., Helsinki, Finnland)
automatisiert aufgenommen. Die Temperaturoptima wurden bei 23-37 °C in 2 °C - Schritten,
die optimalen NaCl-Bedingungen bei 0%, 0,5%, 6,5% und 1% - 7% (w/v) NaCl sowie der
optimale pH-Wert von pH 5-8,5 getestet. Fir alle Versuche wurde das entsprechende
Testmedium jeweils 1:500 mit einer UNK (30 °C, 150 rpm fiir 24 h) beimpft. Bei den Bioscreen

Messungen wurden je 200 ul des beimpften Mediums in eine Vertiefung der
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100-Well-Mikrotiterplatte (MTP) pipettiert. Die Optima wurden im Finffach- (Temperatur)
bzw. im Dreifachansatz (NaCl und pH) ermittelt, indem die optische Dichte der Zellkulturen
bei 600 nm (ODeoo) alle 20 min unter kontinuierlichem Schutteln ftr 48 h dokumentiert wurde
(Siebert et al., 2020). Entsprechend dem Wachstumsoptimum der Stdmme wurde die
Untersuchung der optimalen NaCl- und pH-Bedingungen bei einer Temperatur von 30 °C
durchgefiihrt. Die Bestimmung der unteren und oberen Wachstumsgrenzen fiir Temperatur (bei
4°C-12°C, 37 °C, 39 °C, 40 °C), NaCl- (0%- 9% und 6,5%) sowie pH-Toleranz (4,5 - 9,5)
erfolgte in Réhrchen mit grofleren Volumina. Durch visuelle Begutachtung der Testmedien

erfolgte die Auswertung nach 7 d, die bei Triibung positiv gewertet wurde (Siebert et al., 2020).

8.2.2.2 Raineyella sp. nov.

Aufgrund eines sehr langsamen Wachstums erfolgte die Kultivierung der Staimme WS48987
und WS4899 fur alle Messungen in grofReren Volumina. Die Wachstumskurven der optimalen
Bedingungen wurden durch manuelle Messungen der OD in Roéhrchen bei 610 nm (WinLab
Data Line LED-Photometer, WINLAB, Clausthal-Zellerfeld, Deutschland) aufgezeichnet. Fur
alle Wachstumsversuche diente eine UNK (30 °C fiir 48 h) der Stimme zum Inokulieren des
entsprechenden Testmediums, die zuvor auf TSA bei 30 °C flr 3 d inkubiert wurden. Nach der
Beimpfung der zu testenden Medien mit der UNK (1:50) erfolgte die Untersuchung der Optima
in einem Temperaturbereich von 23-37 °C, in NaCl Konzentrationen von 0%, 0,5%, 1-9% (w/v)
sowie pH-Werten von 5-9 im Doppelansatz. Die Kultivierung zur Feststellung der NaCl- und
pH-Optima erfolgte bei der optimalen Wachstumstemperatur von 27 °C fur Stamm WS4899
und 32 °C fiir WS4898'. Um die unteren und oberen Toleranzbereiche von WS48987, WS4899
und dem Referenzstamm R. antarctica DSM 100494 gegenuber Temperatur (3 °C-12 °C,
34 °C-42 °C), NaCl (0%-10% (w/v)) und pH (4,5-9,5) zu bestimmen, wurde die UNK in einer

Konzentration von 1:500 eingesetzt. Nach 14 d wurde eine sichtbare Trilbung positiv gewertet.

8.2.3  Analyse biochemischer Eigenschaften

Als Teil der Charakterisierung des Ph&notyps wurden enzymatische Aktivitdten sowie die
Substratverwertung untersucht. Dies erfolgte fur alle Isolate beider Neubeschreibungen
(Gattung und Spezies) bei einer Inkubationstemperatur von 30 °C. Der Nachweis der
Cytochrom C Oxidase erfolgte mit Baccident® Oxidase-Teststreifen (Merck) nach
Herstellerangaben. Die Analyse der Katalaseaktivitat wurde mit 3% (v/v) H2O2 (Reddy et al.,
2007) getestet. Fir den Test auf Hamolyse wurde Columbia Agar mit 5% Schafsblut (Oxoid)
eingesetzt und fir 72 h bebriutet. Die Fahigkeit der Isolate Gelatine zu hydrolysieren wurde
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mittels Nutrient-Gelatine in Rohrchen untersucht. Nach der Inkubation fur 48 h und 14 d
wurden die Roéhrchen jeweils zunachst bei 5 °C fir 15 min abgekihlt und schlieRlich auf
Tribung sowie Verflissigung der Gelatine tberprift. Fur den Test auf Starkehydrolyse (Reddy
et al., 2007) wurden alle Stamme auf Starke-Agar fir 7 d inkubiert. Klare Lysehdfe nach der
Zugabe von 1 ml Lugolscher Losung zeigten dabei ein positives Ergebnis an. Die Reagenzien
Nit 1, Nit 2 (bioMérieux, Marcy-1"Etoile, Frankreich) und Zinkpulver dienten zur Analyse der
Nitrat- und Nitritreduktion und wurden nach der Kultivierung der Bakterienstdmme unter
semi-anaeroben Bedingungen zugegeben. Eine Rotfarbung nach ca. 5 min bzw. durch die
Zugabe von Zinkpulver nach ausgebliebener Rotfarbung belegten bzw. widerlegten die
Nitratreduktion. Der Nachweis zur Bildung von H>S und Indol erfolgte mithilfe von
SIM-Medium und Kovac’s Reagenz nach Vorgaben des Herstellers (Siebert et al., 2020).
Zusétzlich wurde Raineyella sp. nov. gemall Reddy et al. (2007) auf Caseinhydrolyse getestet.

Die Bildung eines klaren Lysehofes auf dem Caseinagar nach 14 d wurde positiv gewertet.

Weitere Analysen zu enzymatischen Aktivitaten im Rahmen phénotypischer Untersuchungen
erfolgten mit dem APl Rapid ID32 STREP (F. ignavus gen. nov., sp. nov.) bzw. dem API
20 NE (Raineyella sp. nov.) (bioMérieux). Zusatzlich wurde das APl CH/CHL System genutzt
(bioMérieux), um fur alle Stdamme Saurebildung durch die Umsetzung von Kohlenhydraten zu
untersuchen. In Vorbereitung auf die Durchfiihrung aller drei API-Testsysteme wurden UNK
von allen Stdammen beider Neubeschreibungen (Gattung und Spezies) in 50 ml TSB angesetzt.
Nach einer Bebritung bei 30 °C fir 24 h wurden je 1,0 ml der Kulturen bei 13.000 x g fur 1 min
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen dreimal in Ys-starker
Ringer-Losung gewaschen und schlief3lich in 400 pl resuspendiert. AnschlieBend wurde die
Dichte der Zellsuspension mit Ys-starker Ringer-Losung entsprechend McFarland Standard 2
eingestellt. Die Bakterienlésungen wurden fir die Analysen mit dem API Rapid ID32 STREP
und dem API20 NE entsprechend der Herstellerangaben eingesetzt und nach einer
Inkubationszeit von 24 h bei 30 °C (API Rapid ID32 STREP) bzw. 48 h bei 30 °C (API 20 NE)
ausgewertet. Die vom Hersteller angegebenen Farbanderungen wurden als positives Ergebnis
gewertet (Siebert et al., 2020).

Im APl 50 CH/CHL System wurde die S&urebildung mit insgesamt 47 Kohlenhydraten
untersucht, wobei fur F.ignavus gen. nov., sp. nov. Stdimme das API CHL und fir die
Raineyella sp. nov. Isolate das API CH Inokulationsmedium genutzt wurde. Abweichend von
den Spezifikationen des Herstellers wurde hier eine modifizierte Version des API-Systems in

einer 96-Well-MPT durchgefiihrt und die eingesetzten Zucker doppelt so hoch konzentriert
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(mg / Vertiefung / 100 pl). Gelést wurde jedes Kohlehydrat in H2Ogest. und jeweils mit einem
Filter sterilisiert. Die Analyse zur Sdurebildung setzte sich dabei aus einem Volumen von
100 pl des jeweiligen Zuckers und 100 pl des APl CHL bzw. APl CH Mediums zusammen,
welches mit der Bakteriensuspension (McFarland 2) gemaR Herstellerangaben inokuliert
wurde. Um Kontaminationen auszuschlieen wurden sowohl alle Zucker, als auch das nicht
inokulierte APl CH/CHL Medium als Kontrollen mitgefuhrt. Die MTP wurde mit einer
Breathe-Easy® Membran (Merck) verschlossen und einem Plastikdeckel abgedeckt. Nach einer
Inkubationszeit von 7 d wurde die Saurebildung bewertet, die sich durch einen Farbumschlag
des pH-Indikators &ulerte (Siebert et al., 2020).

8.3 Chemotaxonomische Analysen

Fur die chemotaxonomische Charakterisierung wurde das Peptidoglykanprofil, die polaren
Lipide (F.ignavus gen. nov., sp. nov.) sowie die zelluldren Fettsduren analysiert
(F. ignavus gen. nov., sp. nov. und Raineyella sp. nov.). Alle chemotaxonomischen Analysen
wurden bei der DSMZ durchgefuhrt.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgten die Analyse der Peptidoglykanstruktur und der polaren
Lipide nur fiir den Typstamm WS4939" der neuen Gattung. Dafiir wurden 8 und 6 Liter TSB
mit einer UNK (30 °C fiir 24 h) von WS4939T 1:500 inokuliert und bei 30 °C fiir 48 h inkubiert.
Nach der schrittweisen Zentrifugation bei 10.000 rpm und 10 °C fir 15 min wurde das Pellet
fir die Peptidoglykananalyse in Isopropanol/Wasser (1:1 v/v) resuspendiert und flr die
Untersuchung der polaren Lipide gefriergetrocknet (Siebert et al., 2020). Zur Bestimmung des
Peptidoglykanprofils wurde das Zellmaterial bei der DSMZ einer Hydrolyse (4 N HCI, 100 °C,
16h; 6NHCI, 120°C, 16h wund 4N, 100 °C, 45min) ausgesetzt, per
Diinnschichtchromatographie (DC) aufgetrennt (Rhuland et al., 1955) und schlieBlich die
Mureinstruktur bestimmt (Schumann, 2011). Die Untersuchung der polaren Lipide erfolgte mit
ca. 200 mg gefriergetrocknetem Zellmaterial und einer Chloroform:Methanol:0.3% waéssriger
NaCl Losung (v/viv), modifiziert nach (Bligh und Dyer, 1959). GemaR dem Protokoll von
(Tindall et al., 2007) wurden die polaren Lipide mit einer zweidimensionalen DC separiert.
Unter Verwendung von spezifischen Reagenzien wurden die polaren Lipide und ihre

verschiedenen funktionellen Gruppen detektiert (Tindall et al., 2007).

Die Untersuchung der zellularen Fettsduren erfolgte fur die Gattungsneubeschreibung mit
aktiven Kulturen der Stimme WS4939", WS4759, WS5303 und Globicatella sanguinis

NBRC 155517, GemaR Li et al. (2019) wurden die Isolate auf Columbia Agar (+ 5% (V/v)
35



Material und Methoden

Pferdeblut) (Biorad) bei 37 °C flr 24 h in einer Atmosphére mit 5% CO: kultiviert (Siebert et
al., 2020). Fur die Beschreibung der neuen Spezies Raineyella sp. nov. wurden die Stdmme
WS4898T, WS4899 sowie der Typstamm R. antarctica DSM 100494 auf TSA bei 30 °C fiir
72 h inkubiert und anschlielend das Fettsaureprofil der aktiven Kulturen parallel analysiert.
Nach einem modifizierten Protokoll von Miller (1982) und Kuykendall et al. (1988) wurden
die Fettsaureester gewonnen und per Gaschromatographie aufgetrennt. Um die Fettsduren zu
determinieren, wurde das Standard Sherlock Microbial ldentification System (MIDI, Inc.,
Newark, USA) mit der TSB6.0 Datenbank verwendet.

8.4 Hinterlegung der Stamme

Mit der Publikation eines neuen Taxons mussen die beschriebenen Isolate und die genomischen
Sequenzen o&ffentlich zugénglich gemacht werden. Dafur wurden die Stamme beider
Neubeschreibungen bei den zwei internationalen Stammsammlungen Belgian Coordinated
Collection of Microorganisms (BCCM) und DSMZ hinterlegt. Fir die neu beschriebene
Typspezies F. ignavus gen. nov., sp. nov. wurden der Typstamm WS4937T (= DSM109652
= LMG 31441) sowie ein weiteres Isolat WS5303 (= DSM109653= LMG 31442) in die
Sammlungen aufgenommen (Siebert et al., 2020). Fur Raineyella sp. nov. wurde der Typstamm
WS4898" (= DSM100887 = LMG 29088) hinterlegt. Zusatzlich sind die draft-Genome aller
Stamme der Gattung WS49377, WS4759, WS5303 unter den Kennungen WJQT00000000,
WJQS00000000 und WJQRO00000000 auf der NCBI Datenbank zuganglich. Die Sequenzen des
16S rRNA-Gens sind auf NCBI/GenBank unter folgenden Nummern zu finden: MN640086
(WS4937T), MN640404 (WS4759) und MN640402 (WS5303) (Siebert et al., 2020).
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I1l. ERGEBNISSE

1. Protokolloptimierung zur Amplikon-Sequenzierung von Rohmilch

Um eine erfolgreiche Sequenzierung zur Analyse der Rohmilchmikrobiota durchzufihren
erfolgte in dieser Arbeit die Optimierung eines Protokolls zur Aufbereitung von Rohmilch fir
die 16S rRNA-Amplikon-Sequenzierung (NGS). Der Fokus lag hierbei auf der Abtrennung der
bakteriellen Zellen, der enzymatischen selektiven Lyse zur Reduktion der eukaryotischen DNA
und der bakteriellen Lysemethode. Daneben wurde der Einfluss der Zyklenzahl im 1. Schritt
der library-PCR auf die Biodiversitat untersucht. Diese Ergebnisse wurden bereits in Siebert et
al. (2021) publiziert.

1.1 Bakterienseparation und selektive Lyse zur Reduktion eukaryotischer DNA

Um die Separation der Bakterienzellen aus der Rohmilchmatrix zu optimieren, die
eukaryotische DNA zu reduzieren und schlieBlich die DNA-Mengen der library-PCR zu

erhdhen wurden zwei Vorbehandlungsschritte getestet.

Die Hauptprobleme bei der DNA-Isolation aus Rohmilch bestehen darin, dass einerseits ein
hoher Milchproteinanteil (Casein) vorliegt und andererseits das bakterielle Genom dem der Kuh
in einem unausgewogenen Verhéltnis gegeniibersteht (ca. 1:1000) und eine klare Dominanz der
eukaryotischen DNA herrscht. Die eukaryotische DNA konnte problematisch fur die
Amplifikation der bakteriellen Ziel-DNA (16S rRNA-Abschnitt) in der spateren library-PCR
sein. Daher lag der Fokus bei der selektiven Lyse (SL) als ein Vorbehandlungsschritt auf dem
Abbau der eukaryotischen Zellen und deren DNA, um die Ausbeute an bakterieller DNA und
die PCR Effizienz zu erhéhen. Dies erfolgte durch einen enzymatischen Verdau mit
Proteinase K zur Destabilisierung der eukaryotischen Zellmembranen und einem
anschlieBenden Abbau der dadurch freigewordenen und verfligbaren DNA durch das Enzym
DNase 1. Die Auswirkung der eingesetzten Enzyme wahrend der SL auf die prokaryotischen
Zellen wurde zuvor mit Reinkulturen von jeweils 7 Stammen Gram-negativer (Acinetobacter,
Aeromonas, Citrobacter, Chryseobacterium, Enterobacter, Escherichia, Hafnia) und
Gram-positiver (Aerococcus, Brachybacterium, Carnobacterium, Kocuria, Corynebacterium,
Lactococcus, Listeria) Bakterien in TSB (berprift. Nach Quantifizierung der
DNA-Konzentrationen im Vergleich zur Negativkontrolle schwankten die relativen Mengen
zwischen 90-155% (im Schnitt 112%) fur die Gram-negativen und zwischen 70-158% (im

Schnitt 106%) fur die Gram-positiven Stdamme (Anhang Tabelle Al). Da die Anwendung der
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SL auch bei der 16S rDNA real-time PCR jeweils im Vergleich zur Negativkontrolle keinen
Effekt auf den Ct-Wert zeigte, wurde angenommen, dass durch den Vorgang der SL kein
bedeutender Abbau der prokaryotischen Zellen erfolgte (Siebert et al., 2021).

Da die hohe Milchproteinfraktion in der Rohmilch einen Storfaktor bei der SL darstellt und
dadurch die Effizienz der Enzym-basierten Reduktion herabsetzen konnte, wurde die
Anwendung von EDTA als zweiter Vorbehandlungsschritt evaluiert. Zum Spalten der
Casein-Mizellen in der Rohmilch durch den Chelatbildner wurde einerseits die Zugabe von
EDTA zur Rohmilch vor der initialen Zentrifugation und andererseits die Pellet-Behandlung
nach der Zentrifugation getestet. Die beiden EDTA-Behandlungsmethoden wurden jeweils im
Vergleich bei insgesamt vier verschiedenen Rohmilchproben untersucht, deren aerobe,
mesophile Keimzahlen zwischen 4,1 — 5,4 log KbE/ml variierten. Anschlielend erfolgte fiir
jede Probe eine SL, bevor schlieBlich die bakterielle DNA extrahiert wurde. Wahrend nach der
EDTA-Behandlung des Pellets Ct-Werte im Schnitt zwischen 18 und 21 detektiert wurden,
resultierte die EDTA Zugabe direkt zur Rohmilch, vor der initialen Zentrifugation, in merklich
niedrigeren Ct-Werten von 16 — 19 (Abbildung 6A). Die durchschnittliche Reduktion der
Ct-Werte betrug zwischen 1,6 und 2,0. Somit war die Reduktion in Folge der
EDTA-Behandlung der Rohmilch vor der Zentrifugation bei drei der vier Rohmilchproben
signifikant und insgesamt bei allen vier Proben reproduzierbar (Siebert et al., 2021).
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Abbildung 6 Einfluss der EDTA-Zugabe und der selektiven Lyse (SL) als Behandlungsmethode vor der DNA-Extraktion.
A: Vergleich der 16S rDNA-Quantitét per real-time PCR nach der VVorbehandlung mit EDTA. Rohmilchproben (n=4) wurden
durch Zugabe von 0,5 M EDTA vor (RM/EDTA) bzw. nach (Pellet/EDTA) der initialen Zentrifugation behandelt. SL wurde
bei jeder Probe angewendet. B+C: Einfluss der SL auf die Gesamt-DNA Konzentration (B) und den Anteil (%) an bakterieller
DNA (C) nachdem die Proben mit EDTA vor (RM/EDTA) oder nach (Pellet/EDTA) der Zentrifugation behandelt wurden. n=6
Replikate jeweils fir die Behandlung jeder EDTA-Kombination mit oder ohne SL. Alle Extraktionen erfolgten mit dem
DNeasy® PowerFood® Microbial Kit + 1,0h zusétzlicher enzymatischer Lyse. EDTA: Ethylendiamintetraacetat; RM:
Rohmilch. *p<0,05 und **p<0,01. Abbildung modifiziert nach Siebert et al. (2021).
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Die Auswirkungen der SL auf die DNA-Quantitat wurde fur jede Behandlung (Pellet/EDTA
und RM/EDTA) in Triplikaten getestet. Da ohne SL die Gesamt-DNA Konzentrationen
zwischen 15 und 60 ng/pl lagen und nach der Anwendung der SL die Gesamt-DNA Mengen
von 2 bis 4 ng/ul reichten, demonstrierte die SL einen zielfuhrenden Abbau der eukaryotischen
Zellen durch den enzymatischen Verdau (Abbildung 6B). Wéhrend sich die Quantitat der
Gesamt-DNA ca. um den Faktor 10 verringerte, so kam es gleichzeitig zu einer signifikanten
Zunahme des prozentualen Anteiles der bakteriellen DNA (Abbildung 6C). Dies untermauerte
schliellich die Sensitivitat der eukaryotischen Zellen gegentiber Proteinase K wéhrend der
selektiven Lyse und einen effizienten Abbau deren DNA (Siebert et al., 2021).

1.2 Vergleich der Lysemethoden zur Extraktion bakterieller DNA

Im Anschluss an die Vorbehandlung der frischen Rohmilch mit EDTA vor der Zentrifugation
und einer SL wurde unter Verwendung kommerziell erhéltlicher Extraktionskits die Methode
der bakteriellen Lyse untersucht. Diese beruhte entweder auf der reinen enzymatischen oder
mechanischen Lyse bzw. einer kombinierten Aufschlussmethode (Tabelle 2 in Kapitel 11 4.1.3).
Beurteilt wurde die Effektivitat der Lyse in Bezug auf die Amplikon-Konzentration nach der
library-PCR sowie deren Einfluss auf die Zusammensetzung des sequenzierten Mikrobioms
(Siebert et al., 2021).

1.2.1 DNA-Konzentration nach der library-PCR

Die Isolation ausreichender Quantitaten an bakterieller DNA ist fur die Generierung von
Amplikons in der library-PCR und somit fur eine erfolgreiche Sequenzierung ausschlaggebend.
Aufgrund gewdhnlich geringer Keimzahlen von <5 log KbE/ml, ist dieser Prozess insbesondere

fiir Rohmilch als Probenmatrix von groRer Relevanz.

Untersucht wurden jeweils zwei Rohmilchproben direkt von einem Erzeugerhof und aus dem
Stapeltank einer Molkerei mit bakteriellen GKZ, die von 4,3 bis 5,3 log KbE/ml reichten
(Siebert et al., 2021). Nach der DNA-Extraktion erfolgte die Generierung der Amplikons in der
der library-PCR. Alle DNA-Extraktionsmethoden wurden in Duplikaten oder Triplikaten
ausgefihrt und im Vergleich zu der kombinierten Methode aus zusétzlicher enzymatischer Lyse
(1,0 h) und bead-beating des PowerFood Kits bewertet. Insgesamt demonstrierten die
detektierten DNA-Konzentrationen starke Schwankungen, sowohl zwischen den
Rohmilchproben als auch innerhalb der unterschiedlichen DNA-Extraktionskits (Tabelle 9). Im

Schnitt zeigten die Enzym-basierten Kits (PathoProof und Sample Preparation) jeweils bei drei
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von vier Milchproben geringere DNA-Ausbeuten. Bei den Proben A und C, deren Keimzahlen
um 0,5 - 1,0 log-Stufen niedriger waren, trat dieser Effekt sogar verstarkt auf. Allerdings wurde
mit der reinen enzymatischen Lyse eine insgesamt schwache Effizienz in der library-PCR
ermittelt, die auch durch hohere bakterielle Keimzahlen nicht gesteigert wurde. Fr
Rohmilchprobe A mit der niedrigsten Ausgangskeimzahl (4,3 log KbE/ml) wurde nach der
Enzym-basierten Lyse eine DNA-Ausbeute von 3,7 ng/ul bzw. 0,8 ng/pl erzielt, wahrend sich
mit der mechanischen Lyse per bead-beating durch Anwendung des PowerFood Kits die
hochste DNA-Konzentration duerte (17,8 ng/ml). Das zweite Kit zur Untersuchung der reinen
bead-beating Methode (StarPrep Two Kit) hingegen beinhaltet keine Saulenaufreinigung und
lieferte fur Probe A eine DNA-Konzentration von lediglich 4,2 ng/pl. Nach der Extraktion der
Rohmilchproben B-D mit einer um 0,5 bis 1,0 log Stufen héheren bakteriellen Belastung, zeigte
das StarPrep Two Kit im Vergleich deutlich hdhere DNA-Ausbeuten (Siebert et al., 2021).

Tabelle 9 Effekt der Extraktionsmethode auf die DNA-Konzentrationen nach der library-PCR. Analysiert wurden die
Rohmilchproben A-D mit GKZ zwischen 4,3 und 5,3 log KbE/ml. Werte resultierten aus Duplikaten oder Triplikaten.
WOEL: ohne enzymatische Lyse; EL: enzymatische Lyse; n.d.: nicht detektiert. *p<0.05: signifikant niedrigere
DNA-Konzentrationen im Vergleich zum DNeasy® PowerFood® Microbial Kit + 1,0 h zusatzliche EL. Tabelle aus Siebert et
al. (2021).

Rohmilchprobe A B C D
Keimzahl (log KbE/ml) der Rohmilch 4,3 5,2 4,8 53
Lyse Extraktions-Kit DNA-Konzentration (ng/ul)
Enzyme PathoProof™ Complete-16 Kit 3,7+0,3 65,5+17,4 17,2170 0,4+0,1
Ei‘t’"l'fm"@ Sample Preparation 0,8£0,2 34:13  27+21 459241
Bead-beating  foodproof® StarPrep Two Kit * 4,2+0,8 61,1422 42,8+0,2 57,1+1,7
D!\l.easy® PowerFood® Microbial 17.8+10,1 74,0441 nd nd
Kit; woEL
Enzyme + DNeasy® PowerFood® Microbial 14,3+0,6 68,745.7 nd. nd,

Bead-beating Kit; 0,5 h zusatzliche EL

DNeasy® PowerFood® Microbial

Kit: 1.0 h zusétzliche EL 14,8+3,8 89,6+20,1 74,4+149 108+9,9

Die vergleichsweise hochsten DNA-Mengen wurden konstant flir die getesteten Varianten des
PowerFood Kits gemessen. Allerdings hatte der zusatzliche enzymatische Verdau keinen
bedeutenden Einfluss auf die resultierenden Amplikon-Konzentrationen. Schliel3lich erwies
sich insgesamt ein mechanischer Aufbruch per bead-beating und eine S&ulen-basierte

Aufreinigung wahrend der bakteriellen Lyse als unverzichtbar, um in der library-PCR eine
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adédquate Menge an Amplikons zu erzielen. Dies &uflerte sich hauptsachlich bei

Rohmilchproben mit niedriger Ausgangskeimzahl (Siebert et al., 2021).

1.2.2  Zusammensetzung der Mikrobiota

Neben dem Einfluss des Lyseprotokolls auf die DNA-Quantitit, ist eine breite und
ausgewogene Abdeckung der detektierten Biodiversitat sowie die Vermeidung der Unter- oder
Uberreprasentation der relativen Abundanzen einzelner bakterieller Taxa fiir die Interpretation
der Mikrobiomdaten von entscheidender Bedeutung. Um Differenzen im mikrobiellen Profil
infolge unterschiedlicher Extraktionsmethoden aufzudecken, wurde eine
Amplikon-Sequenzierung von einer frischen Rohmilchprobe eines Erzeugerhofes (RM A,
4,3 log KbE/ml) und von einer Stapeltankprobe einer Molkerei (RM B, 5,3 log KbE/mlI)
durchgefuhrt (Siebert et al., 2021). Je RMA und B wurden die untersuchten
DNA-Extraktionsmethoden jeweils in Duplikaten oder Triplikaten ausgefuhrt (Abbildung 4 in
Kapitel 11 4.1.3).

Obwohl alle Proben vor der Sequenzierung auf eine Amplikon-Konzentration von 12 pmol
eingestellt wurden, zeigte RM A nach der Sequenzierung und der Qualitatskontrolle der
Rohdaten eine deutlich niedrigere Readzahl als RM B (Tabelle 10) (Siebert et al., 2021). Der
Unterschied von ca. 1,0 log-Stufe in der Keimzahl und die damit assoziierte, hohere
DNA-Ausbeute nach der library-PCR fiir RM B, konnte einen Effekt auf die resultierenden
Readzahlen nach der Sequenzierung gehabt haben. Worauf dieses Ph&dnomen tatsdchlich
zuruckzufuhren war, blieb unklar. Jedoch wurde deutlich, dass Rohmilch mit geringer GKZ zu
einer fehlerhaften PCR mit unzureichenden DNA-Mengen oder auch zu Artefakten in der
Messung von DNA-Quantitét fhren kann. Die geringen DNA Mengen der library-PCR nach
der Extraktion mit dem Enzym-basierten Sample Preparation Kit (Tabelle 9) fir beide
Rohmilchproben A und B spiegelte sich auch in den vergleichsweise niedrigeren Readzahlen
nach der Sequenzierung wider (Tabelle 10). Somit wurden insgesamt drei der fiinf Extraktionen
nach der Prozessierung der Rohdaten und vor der Normalisierung aus dem Datensatz entfernt
(Siebert et al., 2021).
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Tabelle 10 Readzahlen nach Amplikon-Sequenzierung und Qualitatskontrolle der Rohmilchproben A und B nach Anwendung
verschiedener Extraktionsmethoden. OTUs mit einer Abundanz <0,25% wurden in allen Proben entfernt. Aerobe, mesophile
GKZ fiir A: 4,3 log KbE/ml und B: 5,2 log KbE/ml. SP2: foodproof® StarPrep Two Kit; PF: DNeasy® PowerFood® Microbial
Kit, woEL: ohne zusatzliche enzymatische Lyse, EL: zusatzliche enzymatische Lyse fir 0,5 h bzw. 1,0 h; PP: PathoProof™
Complete-16 Kit; SP: foodproof® Sample Preparation Kit Il. DNA-Extraktion und library-PCR wurden fiir jedes Kit in
Duplikaten oder Triplikaten durchgefiihrt. Fett: Replikate, die vor der Normalisierung aus dem Datensatz entfernt wurden.
Tabelle modifiziert nach Siebert et al. (2021).

Rohmilch DNA-Extraktion
SpP2 PFwoEL PFO.5EL  PF1.0EL PP SP
18.064 21.7 25.551 20.144 12.552

Rohmilch A 8.06 05 5.55 0 55 295

22.064 27.278 26.374 31.179 14.600 1.775
22.254 29.673 32.067 52.954 20.523 9.780

56.221 61.027 93.555 107.917 82.174 2.946
Rohmilch B 158.668 238.605 115.055 139.525 188.142 27.766
296.484 352.984 - 243.905 305.905 -

Zum Vergleich der Biodiversitat wurde zunachst die Analyse der beta-Diversitat durchgefiihrt.
Sie ermdglichte den Vergleich der taxonomischen Zusammensetzung (OTUs) der Proben
untereinander, um so den Effekt der Extraktionsmethoden auf das detektierte mikrobielle Profil
zu beurteilen. Der non-metric multidimensional scaling (NMDS)-Plot veranschaulichte somit
die klare Aufspaltung der Proben RM A und RM B in zwei Fraktionen von unten nach oben,
beginnend mit der reinen mechanischen Lyse per bead-beating, tber die kombinierte Methode
(enzymatische + mechanische Lyse) bis hin zum Enzym-basierten, bakteriellen Aufschluss
(Abbildung 7). Wéhrend die Dauer der zusétzlichen enzymatischen Lyse (0,5 h und 1,0 h EL)
keinen Effekt auf die mikrobielle Zusammensetzung aufwies, erfolgte fur das PowerFood Kit
ohne zusatzliche enzymatische Lyse (PFwoEL_A und PFwoEL_B) eine Verlagerung in
Richtung des auf bead-beating beruhenden StarPrep Two Kits. Im NMDS-Plot zeigte sich
unabhdngig von der Probe ein wiederkehrendes Muster mit ahnlichen Unterschieden und
Absténden zwischen den getesteten DNA-Isolationsmethoden (Siebert et al., 2021).
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Abbildung 7 NMDS-Plot (generalized UniFrac distance) der Rohmilchproben (RM) A und B nach der Anwendung
verschiedener DNA-Extraktionsmethoden. Aerobe, mesophile Keimzahl RM A: 4,3 log KbE/ml und B: 5,2 log KbE/ml.
Mechanische Lyse: Star Prep Two Kit (SP2) und DNeasy® PowerFood® Microbial Kit (PFwoEL); kombinierte Lyse
(Enzyme + bead-beating): DNeasy® PowerFood® Microbial Kit mit zusatzlicher enzymatischer Lyse fiir 1,0 h (PF1,0EL) bzw.
fur 0,5h (PFO,5EL); Enzymatische Lyse: PathoProof™ Complete-16 Kit (PP) und Sample Preparation Kit (SP).
DNA-Extraktionen erfolgten in Duplikaten (RM B: SP und PFO,5EL) oder Triplikaten; SP: aufgrund niedriger Readzahlen
wurde jeweils nur ein Replikat fiir die Analyse verwendet. woEL: ohne enzymatische Lyse; EL: enzymatische Lyse. p=0,001
(PERMANOVA). Abbildung aus Siebert et al. (2021).

Um Diskrepanzen in dem Diversitéatsprofil innerhalb der Extraktionen festzustellen wurde die
alpha-Diversitat untersucht. Dabei reprasentiert die OTUs Richness die Anzahl der detektierten
OTUs, wohingegen der Shannon.Effective Index die GleichméRigkeit der Verteilung der
Abundanzen innerhalb der taxonomischen Gemeinschaft mitberlicksichtigt. Die Richness
Werte variierten zwischen den Lysemethoden bei RM B nur minimal, wohingegen bei RM A
mit der niedrigeren Keimzahl ein Trend zu hoheren Richness Werten unter Anwendung einer
enzymatischen Lyse beobachtet wurde (Abbildung 8A+B). Der Shannon.Effective hingegen
stieg bei beiden Rohmilchproben nach Enzym-basierter Lyse vergleichsweise deutlich an und
eine insgesamt ausgewogenere Verteilung der sequenzierten mikrobiellen Gemeinschaft wurde
aufgedeckt (Siebert et al., 2021). Um Unterschiede aufzudecken, wurden auf Gattungsebene
alle Taxa mit einer relativen Abundanz >1% analysiert. Daraufhin wurde deutlich, dass die
Methodik der DNA-Isolation die relative Abundanz spezifischer Taxa erheblich beeinflusste
(Abbildung 8C, Anhang Tabelle A2, Anhang Tabelle A3).
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Abbildung 8 Alpha-Diversitat mit Richness und Shannon.Effective (A+B) und relative Abundanz (%) auf Gattungsebene (C).

Dargestellt sind die Rohmilchproben (RM) A (A+C) und RM B (B+C) nach Anwendung verschiedener Extraktionsmethoden.
Aerobe, mesophile Keimzahl RM A: 4,3 log KbE/ml und RMB: 5,2 log KbE/ml. Mechanische Lyse: Star Prep Two Kit (SP2)
und DNeasy® PowerFood® Microbial Kit (PFWoEL); kombinierte Lyse (Enzyme + bead-beating): DNeasy® PowerFood®
Microbial Kit mit zusatzlicher enzymatischer Lyse fiir 0,5 h (PF0,5EL); Enzymatische Lyse: PathoProof™ Complete-16 Kit
(PP) und Sample Preparation Kit (SP). Relative Abundanzen sind Mittelwerte aus (Duplikaten RM B: PFO,5EL) bzw.
Triplikaten; SP: aufgrund niedriger Readzahlen wurde jeweils nur ein Replikat fir die Analyse verwendet. woEL: ohne
enzymatische Lyse; EL: enzymatische Lyse. Abbildung modifiziert nach Siebert et al. (2021).
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Das detektierte mikrobielle Muster demonstrierte eine hohere relative Abundanz von
Corynebacterium, Clostridium sensu stricto 1 und Turicibacter nach Anwendung von
mechanischer Lyse ohne die Zugabe zusatzlicher Enzyme (SP2 and PFwoEL). Gegensatzlich
dazu fuhrte die Einbindung eines zusétzlichen Enzymschrittes in den DNA Isolationsprozess
zu hoheren relativen Abundanzen der Gattungen Bifidobacterium, Staphylococcus und
Streptococcus (PFO.5EL, PP und SP). Auflerdem fiel auf, dass die enzymatische Lyse
zusétzlich die Detektion der in frischer Rohmilch weniger dominanten Gram-negativen Taxa,
wie beispielsweise Acinetobacter und Chryseobacterium, begiinstigte. Der vergleichsweise
auffallig hohe Anteil der Gattung Staphylococcus (Probe B PP) ist héchstwahrscheinlich auf
die Verwendung der Extraktionsreagenzien des PathoProof Kits zurtickzufiihren, welches
ublicherweise fir die Detektion von mastitisassoziierten Staphylokokken eingesetzt wird
(Siebert et al., 2021).

Waihrend bead-beating als Lysemethode in Kombination mit einer Saulen-basierten
Aufreinigung fur RM A und RMB nach der library-PCR konstant die hdochsten
DNA-Quantitaten lieferte, zeigte die Zugabe von Enzymen keinen Effekt (PowerFood Kit) auf
die detektierten DNA-Mengen. Die vergleichende Mikrobiomanalyse hingegen verdeutlichte
eine unzureichende Abdeckung der sequenzierten Biodiversitat mit einer Verzerrung der
relativen Abundanzen durch das Ausbleiben einer enzymatischen Lyse. Demnach untermauerte
die Amplikon-Sequenzierung die Notwendigkeit des enzymatischen Aufschlusses, um eine
adaquate Erfassung der Biodiversitat Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien aus
Rohmilch zu gewahrleisten. Unter Beruicksichtigung der DNA-Ausbeute nach der library-PCR
sowie der Sequenzierdaten, scheint die Kombination aus enzymatischer und mechanischer Lyse
schlie3lich eine geeignete Option zu sein (Siebert et al., 2021).

1.3 Einfluss der PCR-Zyklenzahl auf die Biodiversitat

Neben der DNA-Extraktion wurde im Rahmen der Methodenoptimierung zur Sequenzierung
von Rohmilchproben auBerdem der Einfluss der Zyklenzahl in der library-PCR auf die
resultierende, sequenzierte Mikrobiota und der dadurch bedingte, potentielle Eintrag von
Artefakten untersucht. Fur die Generierung der Amplikons wurde die library-PCR mithilfe
eines zweistufigen Verfahrens erstellt. Unterschiedliche Zyklenzahlen wurden dabei im
1. PCR-Schritt evaluiert, wonach 15, 20, 25, 30 oder 35 Zyklen zur Amplifikation der
bakteriellen Ziel-DNA angewandt wurden. In die PCR eingesetzt wurden insgesamt zwei

frische Rohmilchproben (RM) eines Erzeugerhofes und zwei Tankproben aus einer Molkerei,
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deren aerobe, mesophile Keimzahlen zwischen 3,7 und 5,3 log KbE/ml variierten. Aufgrund
individueller Barcodes der parallelen Replikat-PCRs fir RM 1 sind die Daten fir die
alpha-Diversitdt und die relativen Abundanzen Mittelwerte aus Duplikaten (35 Zyklen),
Triplikaten (30 Zyklen) oder Quadruplikaten (15, 20 und 25 Zyklen) (Abbildung5 in
Kapitel 11 6.1.1). Starke Schwankungen in der Diversitdit zwischen den analysierten
Rohmilchproben wurden anhand der absoluten Richness-Werte sichtbar, die nach der
Anwendung von 15 Zyklen im 1.PCR-Schritt zwischen 162 und 236 OTUs lagen
(Abbildung 9). Nachdem die Amplifikation der DNA mit 25 Zyklen bei drei der vier
Milchproben mit einem leichten Anstieg einherging, reduzierte sich die analysierte Richness
mit zunehmender Zyklenzahl (Siebert et al., 2021). Eine Verstarkung dieses Trends ging mit
einer leicht hoheren Zellzahl >4,0 log KbE/ml einher und trat bei drei der vier untersuchten
Milchproben auf. Insgesamt wurde die maximale Reduktion bei den Zyklenzahlen 30 und 35
beobachtet, die in einem Ruckgang der absoluten Richness-Werte von ca. 40 flr die
Tankproben RM 3 und RM 4 resultierte. Der Shannon.Effective Index zeigte ein vergleichbares
Muster mit einer Abnahme der absoluten Werte zwischen 4-14 von 20 in Richtung der 35
Zyklen. Schliel3lich zeigte die Analyse der alpha-Diversitét signifikante Unterschiede fir die
Richness nach der Durchflihrung von 30 Zyklen sowie fiir den Shannon.Effective mit 30 und
35 Zyklen im Vergleich zu 20 Zyklen im 1. Schritt der library-PCR (Siebert et al., 2021).
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Abbildung 9 OTUs Richness (A) und Shannon.Effective (B) nach Anwendung von 15-35 Zyklen im 1. Schritt der
library-PCR. Rohmilchproben (RM) stammten entweder direkt vom Erzeugerhof (RM 1 und 2) oder von einer Molkerei (RM 3
und 4). RM 1: Daten ergaben sich aus Mittelwerten von Duplikaten, Triplikaten oder Quadruplikaten. Aerobe, mesophile
bakterielle Zellzahl: RM 1: 3,7 log KbE/ml; RM 2: 4,3 log KbE/mlI, RM 3: 4,8 log KbE/ml; RM 4: 5,3 log KbE ml. *p< 0,05.
Abbildung modifiziert nach Siebert et al. (2021).
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Die Analyse der relativen Abundanzen sowie der beta-Diversitat lie eine systematische,
zunehmende Verénderung in der taxonomischen Zusammensetzung mit steigernder Zyklenzahl
in der PCR erkennen (Abbildung 10, Anhang Abbildung Al). Um den Effekt der Zyklenzahl
auf die Zusammensetzung der Mikrobiota und die Verteilung der Abundanzen der
sequenzierten Gattungen aufzudecken, wurden die Sequenzierdaten beispielhaft fiir eine frische
Rohmilchprobe (RM 1) detaillierter —aufgeschlisselt. Aufgrund einer niedrigen
Anfangskeimzahl von RM 1 (3,7 log KbE/ml) und der geringen Abundanzen einzelner
Gattungen war der Effekt auf die Verteilung der relativen Anteile weniger stark ausgepragt aber
dennoch zu erkennen (Abbildung 10A). Die Erhéhung der Zyklenzahl (15 - 35) resultierte in
einer Zunahme der relativen Abundanzen von z.B. Kocuria (11.5% - 16.2%), Bifidobacterium
(4.8% - 7.7%) und Corynebacterium (9.4% - 11.5%) und einer gleichzeitigen Abnahme der
Abundanzen von Pseudomonas (21.1 - 11.2%) oder Staphylococcus (6.9% - 3.5%) (Siebert et
al., 2021). Demnach demonstrierte die parallele Mikrobiomanalyse mit wenigen Ausnahmen
eine Tendenz zur Uberreprasentation abundanter Gattungen mit steigender Zyklenzahl. Durch
die Verschiebung der relativen Abundanzen wurden Taxa mit niedrigeren Anteilen am
Gesamtmikrobiom dementsprechend hdchstwahrscheinlich entweder unterrepréasentiert oder
nicht detektiert.
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Abbildung 10 Verteilung der relative Abundanz (%) auf Gattungsebene nach der Anwendung von 15-35 Zyklen im 1. Schritt
der library-PCR. Untersucht wurde RM 1: Hofprobe mit aerober, mesophiler Keimzahl von 3,7 log KbE/ml. Alle Gattungen
mit einer relativen Abundanz >1%; dargestellte Abundanzen sind Mittelwerte aus Duplikaten, Triplikaten oder Quadruplikaten
(abhéngig von PCR-Zyklenzahl). Abbildung modifiziert nach Siebert et al. (2021).
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Zusétzlich ermdglichten individuelle Barcodes paralleler PCRs dieser Rohmilchprobe die
Analyse des mikrobiellen Profils in der beta-Diversitat zwischen den einzelnen PCRs
(Abbildung 11). Der NMDS Plot deckte somit eine reduzierte Reproduzierbarkeit des
mikrobiellen Profils der Replikat-PCRs auf, die mit der Zunahme der Zyklenzahlen im 1. PCR
Schritt verstarkt auftrat (Abbildung 10B). SchlielRlich wurde ersichtlich, dass eine niedrige
Zyklenzahl im 1. Schritt der library-PCR unabdingbar ist, um die Verzerrung des mikrobiellen
Profils und die Entstehung von Artefakten weitestgehend zu reduzieren und die Biodiversitat

so prazise wie moglich abzubilden (Siebert et al., 2021).

d=0.05

Abbildung 11 NMDS-Plot (generalized UniFrac distance) nach der Anwendung von 15-35 Zyklen im 1. Schritt der library-
PCR. Untersucht wurde RM 1: Hofprobe mit aerober, mesophiler Keimzahl von 3,7 log KbE/ml. Parallele PCRs wurden in
Duplikaten, Triplikaten oder Quadruplikaten (abhé&ngig von PCR-Zyklenzahl) durchgefiihrt und mit individuellen Barcodes
versehen. p=0,001 (PERMANOVA). Abbildung modifiziert nach Siebert et al. (2021).
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2. Deutschlandweite Analyse von Rohmilchmikrobiota

Um die taxonomische Diversitdt in Rohmilch deutscher Erzeugerhdfe und den Einfluss
potentieller hofseitiger Faktoren auf die Zusammensetzung der Mikrobiota zu analysieren,
wurden in Kooperation mit dem MRI in Kiel fir einen Zeitraum von einem Jahr
deutschlandweit verteilte Milchviehbetriebe beprobt. Das in dieser Arbeit optimierte Protokoll
zur Extraktion bakterieller DNA und der Erstellung der library-PCR wurde angewandt und per
Amplikon-Sequenzierung eine umfassende Mikrobiomdatenbasis von insgesamt 930
Rohmilchproben erhoben.

2.1 Mikrobielle Diversitat in Rohmilch

Aus den Sequenzierungen der 930 Rohmilchproben resultierten insgesamt ca. 40,2 Millionen
16S rRNA-Gensequenzen (Reads), die den Qualitdtsanforderungen bei der Prozessierung der
Daten vor der Normalisierung entsprachen. Dabei enthielt jede Probe mindestens 7.400
Sequenzen, welche die Basis flr die Normalisierung der OTUs Tabelle zum Ausgleich der
Sequenziertiefe in der Mikrobiomanalyse bildete.

Die Analyse der mikrobiellen Diversitat der untersuchten Rohmilch unter Einsatz der V3-V4
Region des 16S rRNA-Gens demonstrierte eine ausgesprochen hohe Diversitat, die sich
taxonomisch aus 21 detektierten Phyla, 17 Familien und sogar 415 unterschiedlichen Gattungen
zusammensetzte (Abbildung 12). Beachtlich dabei war, dass die Spezies der vorwiegend
Gram-positiven Phyla Firmicutes (60%) und Actinobacteria (23%) schon bereits 83% der
analysierten Sequenzen ausmachten. Wéahrend Vertreter des Phylums Proteobacteria und
Bacteroidetes mit deutlich geringeren Prozentsatzen von 13% bzw. 3% detektiert wurden, so
spielten die 17 weiteren Phyla mit einem Anteil von <1% nur eine untergeordnete Rolle. Die
hdchsten Anteile der auf Gattungsebene klassifizierten OTUs wurden den Taxa Streptococcus
(14,7%), Corynebacterium (12,0%), Romboutsia (7,0%), Lactococcus (6,5%), Staphylococcus
(6,1%) und Pseudomonas (5,2%) zugeordnet, wohingegen der relative Anteil der Sequenzen
fir 360 Gattungen lediglich <0,1% entsprach. Somit setzte sich ein Grof3teil der taxonomischen
Diversitat aus seltenen Gattungen zusammen, die insgesamt nur in Spuren gefunden wurden

und schliel3lich einen geringeren Anteil zum Gesamtmikrobiom beitrugen.
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Abbildung 12 Relativer Anteil (%) der zugeordneten 16S rRNA-Gensequenzen auf (A) Phylum- und (B) Gattungsebene.
Abgebildet sind alle Gattungen mit einer relativen Abundanz >0,1%.

Die extrem diverse und komplexe bakterielle Zusammensetzung spiegelte sich auch in der
heterogenen Verteilung der relativen Abundanzen von einzelnen Taxa in den untersuchten
Rohmilchproben wider. Dargestellt wurden die 16 Gattungen, welche in mind. 30% der Proben
mit einem relativen Anteil von >0,5% auftauchten und demnach zu den dominantesten Taxa
zahlten (Abbildung 13). Unter diesen verdeutlichten hohe Schwankungen der maximalen
relativen Anteile mit Werten zwischen >95% (Lactococcus, Streptococcus und Pseudomonas)
und 5% (Dietzia) die enorme Variabilitdt in dem mikrobiellen Profil zwischen den
Rohmilchproben. Trotz der sehr breiten Diversitat konnte zusétzlich ein Core-Mikrobiom mit
insgesamt 15 Taxa identifiziert werden, die auf einem Grenzwert zur OTU-Selektion von 0,25%
beruhten. Demnach setzten sich die bakteriellen Gemeinschaften von Rohmilch in 95 — 99%
der 930 analysierten Proben aus Spezies der Firmicutes, Actinobacteria und Proteobacteria
zusammen. Mit den vergleichsweise hochsten medianen Anteilen zwischen 9,1 — 3,2% zahlten

Keime der origindren Eutermikrobiota wie Corynebacterium spp., Staphylococcus spp. und
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Streptococcus spp. neben Spezies der Gattungen Romboutsia und Clostridium als Indikatoren
von Euterkontaminationen zu den pravalentesten Gattungen (Abbildung 13). Tatséchlich
wurden die drei Gattungen Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium mit wenigen

Ausnahmen sogar in jeder einzelnen Probe nachgewiesen.
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Abbildung 13 Verteilung der relativen Abundanz (%) der vorherrschenden Gattungen (g) detektiert in Rohmilch von
deutschlandweit verteilten Erzeugerhdfen. Die Daten représentieren alle Gattungen, die in mindestens 30% der Proben mit
einer relativen Abundanz >0,5% vorkamen, n=930.

Vertreten mit gleich 6 Gattungen im Core-Mikrobiom traten die Lactobacillales als
prominenteste Keimgruppe auf. Zuséatzlich zeigten sich aber auch drei Taxa innerhalb der
Ordnung Clostridiales als Vertreter mit hochster Prévalenz (Tabelle 11). Pseudomonas,
Acinetobacter und Chryseobacterium reprasentierten die Gram-negativen Spezies mit der
hochsten Abundanz. Obwohl Gram-negative Taxa im Vergleich zu den Gram-positiven Arten
insgesamt stark unterreprésentiert waren und alle drei Gattungen im Median eine sehr geringe
prozentuale Haufigkeit (0,2 —0,5) zeigten, wurde dennoch auch hier eine erstaunlich hohe
Variabilitat zwischen den untersuchten Rohmilchproben ersichtlich (Abbildung 13). Wahrend
fur Pseudomonas in einigen Proben eine hohe Kontamination mit bedeutenden relativen
Anteilen bis >90% festgestellt wurde, so war Acinetobacter interessanterweise als einziger

Gram-negativer Keim im Core-Mikrobiom vertreten (Abbildung 13, Tabelle 11).
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Tabelle 11 Zusammensetzung des Core-Rohmilchmikrobioms. Alle Taxa detektiert in 95 - 99% der Rohmilchproben mit der entsprechenden relativen Abundanz (n=930).

Phylum Klasse Ordnung Familie Gattung Detektiertin  Rel. Abundanz
% Proben (%) (Median)
Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus 99 3,2
Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus 99 4,6
Lactococcus 97 1,1
Aerococcaceae Aerococcus 97 1,1
Facklamia 97 19
Enterococcaceae Enterococcus 96 0,4
Lactobacillaceae Lactobacillus 95 0,4
Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Romboutsia 98 5,8
Clostridium XI 98 3,7
Clostridium sensu stricto 98 1,4
Erysipelotrichia Erysipelotrichales Turicibacteraceae Turicibacter 98 2,7
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Corynebacteriaceae Corynebacterium 99 8,9
Micrococcaceae Kocuria 97 0,8
Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Bifidobacterium 97 0,6
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 96 0,5
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2.2 Einfluss hofseitiger Faktoren auf Verderbskeime und Hygieneindikatoren

Auf Basis der erhobenen Mikrobiomdaten wurde nachfolgend die Abh&ngigkeit einzelner
hofseitiger Faktoren und deren Effekt auf die Biodiversitdt sowie die detektierte relative
Abundanz von Verderbskeimen und Hygieneindikatoren untersucht. Ein Fragebogen diente der
Erfassung von Produktions- und Haltungsbedingungen der entsprechenden Erzeugerhéfe. Im
Fokus standen dabei Taxa, die zur origindren Mikrobiota der Euterhaut zahlen,
Kontaminationskeime der Melkhygiene darstellen und mit der Haltungsumgebung oder der

Anlagenhygiene bzw. der Lagerung assoziiert sind.

2.2.1  Einfluss der Produktionsart und Tierhaltung

Um zu Beginn potentielle Unterschiede im mikrobiellen Profil in Abhangigkeit der
geographischen Lage festzustellen, wurde der Datensatz zundchst in Bezug auf die Herkunft
der Rohmilch analysiert. Mit einer immensen Anzahl von insgesamt 390 stiddeutschen und 540
norddeutschen Rohmilchproben wurde der Datensatz entzerrt und die untersuchten
Rohmilchproben im Norden und Siden in Unterregionen eingeteilt. Weiterhin konnte die
Dimensionalitat des Datensatzes mithilfe einer Hauptkomponentenanalyse (PCA) reduziert
werden, bei der die maximal moglichen Informationen in den ersten beiden Variablen
komprimiert sind. Diese Analyse ergab, dass die beiden Gattungen Streptococcus
(32,4%, Dim 1) und Pseudomonas (17,0%, Dim 2) die groRte Varianz des Datensatzes auf sich
vereinten und somit die ersten beiden Hauptkomponenten bildeten. Die PCA zeigte einerseits
erhebliche Uberschneidungen zwischen allen Milchproben aber andererseits keine klare
Gruppierung in Nord und Sid (Abbildung 14A). Wahrend in den Regionen Nord, NW und
Sld-2 zwischen 7,6 - 10% durchschnittlich im Vergleich hohe relative Pseudomonas Anteile
nachgewiesen wurden, so spielte diese Gattung im Verhéltnis insgesamt in NO, SO, Siid-1 und
SW (0,6 — 1,4% relative Abundanz) eine eher unbedeutende Rolle (Abbildung 14B, Anhang
Tabelle A4). Mit der daraus resultierenden Uberlappung der eingeteilten Regionen in der PCA
konnte anhand der sequenzierten Proben dieser Arbeit die geographische Lage der
Erzeugerhofe als determinierender Faktoren der Rohmilchmikrobiota ausgeschlossen werden.
Um aufgrund der Vielzahl an unterschiedlichen Hofen vergleichbarere Bedingungen zu
analysieren, erfolgte im Weiteren eine kleinschrittigere Analyse von hofspezifischen Faktoren,

bei der die Mikrobiota unabh&ngig von der geographischen Lage aufgeschliisselt wurde.
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Abbildung 14 Hauptkomponentenanalyse (A) und relative Abundanzen (%) auf Gattungsebene (B) von nord- und
stiddeutschen Rohmilchproben gruppiert nach Regionen. A: Hauptkomponente 1 (Diml): 32,4% Streptococcus und
Hauptkomponente 2 (Dim2): 17,0% Pseudomonas. B: alle Gattungen mit einer relativen Abundanz >1,5%. NO: Nord-Ost
(n=141); Nord (n=110); NW: Nord-West (n=289); SO: Suid-Ost (n=123); Stid-1 (n=104); Stid-2 (n=78); SW: Siid-West (n=85).

Fur die Untersuchung des Einflusses der Art der Milcherzeugung wurden ¢kologisch und
konventionell produzierende Hofe beprobt. Da 6kologische Milch in Deutschland mit ca. 4%
nur einen Bruchteil der Anlieferungsmilch ausmacht, war die Verfuigbarkeit an 6kologischen
Proben demnach weitaus geringer. Um dennoch belastbare Unterschiede zu ermitteln, wurde
beispielhaft ein Unterdatensatz mit allen 6kologischen und konventionellen Proben analysiert,
bei denen in den Metadaten eine der drei Tierhaltungsformen Laufstall, Laufstall+Weide oder
reine Anbindehaltung angegeben wurde. Die Auswahl resultierte schlie3lich in einer etwas
ausgewogeneren StichprobengrélRe bestehend aus 431 konventionellen und 197 6kologischen
Rohmilchproben. Die absolute Zellzahl der 6kologischen Proben war im Median mit 5,0 log
IBC/ml gegenuber konventioneller Milch (Median 5,3 log IBC/ml) zwar nur minimal geringer
aber dennoch insgesamt signifikant reduziert (Abbildung 15A). Somit zeigte die konventionelle

Milch mit einer sehr viel breiten Streuung die hochsten Keimzahlen. Daneben zeigte sich im
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Mikrobiom eine signifikante Erhohung der alpha-Diversitatsindizes Richness (Observed
OTUs) und Shannon mit einer moderaten und somit relevanten Effektgrofie (Abbildung 15B).
Unabhangig von dem Landwirtschaftssystem verdeutlichte der Richness Index, als MaR der
Biodiversitat innerhalb einer Probe, mit Werten zwischen 36 und >827 die sehr hohe
Variabilitat in der OTU-Zusammensetzung und die damit verbundenen Schwankungen in der
mikrobiologischen Rohmilchqualitat.
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Abbildung 15 Verteilung der absoluten Zellzahlen (A+C) und alpha-Diversitit mit Richness (Observed OTUSs) und Shannon
Index (B+D) in Rohmilch gruppiert nach Produktionsart und Tierhaltung. A+B: Produktionsart mit K (konventionell, n=431)
und O (6kologisch, n=197); C+D: Tierhaltung mit L (Laufstall, n=287), LW (Laufstall + Weidehaltung, n=280) und S
(Anbindestall, n=61); Zellzahlen wurden per Durchflusszytometrie (BactoCount) bestimmt (IBC: Individual Bacterial Count);
OTU: operational taxonomic unit. **p< 0,01.

Nachdem Unterschiede in der Biodiversitat aufgedeckt wurden, war die Verteilung der relativen
Abundanzen reprasentativer Hygieneindikatoren von besonderem Interesse. Diese dienten
dazu, um von potentiellen Veranderungen in der taxonomischen Zusammensetzung der
Mikrobiota Rickschliusse auf mogliche Einflisse der Produktionsart ziehen zu kénnen. Die
hohere alpha-Diversitat dul3erte sich folglich auch in durchschnittlichen hoheren Anteilen der
Taxa mit einer relativen Abundanz <0,5% in 6kologischer Rohmilch (Anhang Tabelle A5).

Unter den abundantesten Vertretern in Rohmilch von deutschen Hofen zeigten

55



Ergebnisse

Corynebacterium, Clostrdium XI und Turicibacter einen signifikant hoheren Median bei den
Okologischen Proben, wohingegen die Gram-negative Gattung Pseudomonas in
konventioneller Milch dominanter auftrat (Abbildung 16). Mit einer Fraktion von 7,5% und
4,5% fir Pseudomonas bzw. Acinetobacter wurden im Schnitt somit auch insgesamt hohere
kumulative Abundanzen typischer Gram-negativer Taxa in konventioneller im Vergleich zu
okologischer Milch (1,7% und 3,0%) ermittelt (Anhang Tabelle A5). Unabh&ngig von der Art
der Milcherzeugung wurden &uf3erst geringe relative Anteile der Enterobacteriaceae detektiert,
mit den hochsten Ausreillern in konventioneller Milch. Andere Gram-negative Taxa wie
Rhizobium oder Stenotrophomonas aus umweltassoziierten Habitaten duf3erten sich mit héheren
Anteilen in 6kologischer Milch (Abbildung 16).
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Abbildung 16 Verteilung relativer Abundanzen (%) in Rohmilch gruppiert nach Produktionsart. K: konventionelle
Milcherzeugung (n=431) und O: 6kologische Milcherzeugung (n=197). Dargestellte Taxa (Gattung und Familie) dienen als
Indikatorkeime fur Melk- und Analgenhygiene sowie Haltungsbedingungen. *p< 0,05; **p< 0,01.
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Anhand der Metadaten wurden teilweise groRe Unterschiede bei den hofspezifischen
Bedingungen innerhalb konventioneller aber auch ©6kologischer Produktion ersichtlich, die
keine eindeutige Separation zulieen und moglicherweise Effekte Uberdeckten. Aus diesem
Grund erfolgte eine Aufspaltung in einzelne hofseitige Parameter, bei denen in Hinblick auf die
Erzeugung die Tierhaltung einen wesentlichen Faktor darstellt und hauptséchlich bei

konventioneller Haltung gespalten ausfiel.

Insgesamt konnten 628 Rohmilchproben den drei in Deutschland gangigen Haltungsformen
Laufstall (L, 287 Proben), Laufstall mit Weidehaltung (LW, 280 Proben) und
Stall- / Anbindehaltung (S, 61 Proben) zugeordnet werden. Somit werden Milchkihe in
Deutschland vorwiegend in Boxenlaufstallen gehalten, mit dem Vorteil, dass die
Funktionsbereiche Fressen, Liegen und vor allem Melken klar voneinander getrennt sind.

Wahrend in dem ausgewahlten Datensatz der Anteil der Laufstallproben aus konventioneller
Produktion bei 97% lag, so stammten 2/3 der Proben aus Weidehaltung von 6kologischen
Betrieben. Die reine Anbindehaltung hingegen wurde ausschliellich bei konventionellen,
vorwiegend kleinen, siiddeutschen Betrieben mit einer Liefermenge <500.000 Liter/Jahr
festgestellt (Tabelle 1). Aus der Weidehaltung resultierten die signifikant geringsten
Keimzahlen mit einem medianen Wert von 5,1 log IBC/ml, wohingegen die Laufstallproben
die hochsten Keimzahlen mit Ausreillern zwischen 6,5 bis >7,5 log IBC/ml demonstrierten
(Abbildung 15C). Neben der absoluten Keimzahl bewirkte die Weidehaltung, analog zu den
Ergebnissen aus 6kologischer Haltung, eine signifikant erhohte Diversitat der Rohmilch, die
zudem mit einer insgesamt ausgewogeneren Verteilung der Taxa (Shannon Index) einherging
(Abbildung 15D). Zusétzlich zur Biodiversitdtsanalyse innerhalb der einzelnen Proben,
ermoglichte die beta-Diversitat den Vergleich der phylogenetischen Distanz der OTUs und
somit der mikrobiellen Gemeinschaften zwischen den Gruppierungen. Dabei zeigte der NMDS
Plot eindeutige Uberschneidungen aller Milchproben, die sich jedoch entsprechend den drei
Tierhaltungskategorien L, LW und S bindelten (Abbildung 17A). Aus dem paarweisen
Vergleich (Permanova, Rhea) resultierten signifikante Unterschiede in der Mikrobiota, welche

die aufgedeckten Differenzen in der Zellzahl und der Biodiversitat bekraftigten.
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Abbildung 17 Beta-Diversitat (A) sowie Verteilung der relativen Abundanzen (%) (B) in Rohmilch gruppiert nach
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Um aufzuschlisseln, welche Taxa die Unterschiede in der Zusammensetzung der Mikrobiota
begunstigten, wurden die Unterschiede der sequenzierten Abundanzen auf Gattungsebene
betrachtet. Unter den pravalentesten Gram-positiven Taxa mit relativen Anteilen von bis zu fast
100% (AusreiRer) befanden sich MSB wie Streptococcus (und z.B. Lactococcus) aber auch
Staphylokokken, die lediglich bei Anbindehaltung signifikant reduziert auftraten
(Abbildung 17B, Anhang Tabelle A6). Aquivalent dazu zeigte auch die Gattung Pseudomonas
als prominentestes Gram-negatives Taxon in der Gesamtheit eine eher inhomogene Verteilung
mit einer sehr breiten Streuung, die bei den Laufstallproben gegentber jenen aus Weidehaltung
signifikant erhoht war und im Schnitt den hdochsten Anteil ausmachte. Ein dazu gespiegeltes
Bild demonstrierte interessanterweise Corynebacterium als weiteren Vertreter der
Eutermikrobiota mit einem verhaltnisméaRig hohen Median von 16,1% bei Proben aus
Anbindehaltung, allerdings mit einer auffallig geringen Streubreite. Vergleichbar war dies fur
weitere mesophile Keime, wie z.B. Clostridium XI, Turicibacter und Vertreter der
Lachnospiraceae als charakteristische Indikatorkeime von Euter- und Fakalkontaminationen.
Mit einer maximalen Fraktion von 18% (Clostridium XI), schwankten sie in ihrer Verteilung
uber die Rohmilchproben insgesamt weniger stark und zeigten nach Anbindehaltung die
signifikant hochste mediane Abundanz. Aquivalent zur ékologischen Milcherzeugung machten
Gattungen aus bodenassoziierten Habitaten wie z.B. Rhizobium und Stenotrophomonas bei den
Weidehaltungsproben gegeniber den anderen Tierhaltungsbedingungen (L und S) im Median
die hoheren Fraktionen am Milchmikrobiom aus. Schlielich konnte gezeigt werden, dass
sowohl in der Keimzahl, als auch in der taxonomischen Diversitat Parallelen zwischen

okologischer Milcherzeugung und Weidehaltung gefunden wurde.

2.2.2  Einfluss des Melkprozesses

Aus hygienischer Sicht ist das Melken ein maligeblicher Faktor fiir den Keimantrag und somit
bedeutend fur die mikrobiologische Diversitat von Rohmilch. Aus dem Datensatz konnten
insgesamt 817 Rohmilchproben jeweils einem der drei geldufigen Melksysteme in Deutschland
zugeordnet werden: automatisches Melksystem / Melkroboter (AMS, 153 Proben), Melkstand
(MS, 532 Proben) und Rohrmelkanlage (R, 120 Proben). Betrachtet man die Zellzahlen im
Zusammenhang mit den Melksystemen, wurden zwar fir alle drei Melkvarianten
gleichermalien Ausreiller von >6,5 log Zellen/ml dokumentiert, jedoch ergab sich bei dem
klassischen Melkstand die signifikant niedrigste bakterielle Zellzahl. Rohmilchproben aus dem
Melkroboter und der Anbindehaltung zeigten Ubereinstimmende hoéhere mediane Werte
(Abbildung 18A).
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Abbildung 18 Verteilung der absoluten bakteriellen und somatischen Zellzahlen (A) sowie der alpha-Diversitat mit Richness
(Observed OTUSs) und Shannon Index (B) in Rohmilch gruppiert nach Melksystem. AMS: automatisches Melksystem (n=153);
MS: Melkstand (n=532); R: Rohrmelkanlage (n=120). Zellzahlen wurden per Durchflusszytometrie (BactoCount) bestimmt
(IBC: Individual Bacterial Count). SZZ: somatische Zellzahlen ergaben sich aus durchflusszytometrisch bestimmten
Jahresdurchschnittswerten der Erzeugerhdfe und wurden den Metadaten entnommen. OTU: operational taxonomic unit.
*p<0,05 und **p< 0,01.

Neben der bakteriellen Zellzahl gilt die somatische Zellzahl (SZZ) als einer der wichtigsten
Qualitatsparameter zur Beurteilung der Eutergesundheit auf Herdenebene. Die SZZ wurde in
der vorliegenden Arbeit nicht detektiert, wodurch lediglich Jahresdurchschnittswerte der der
Rohmilchprobe zugehdrigen Erzeugerhdfe zur Verfugung standen (durchflusszytometrisch
bestimmt). Die Auswertungen der Metadaten zeigten, dass die AMS Proben tatsachlich die
hdchsten medianen SZZ aufwiesen (Abbildung 18A). Allerdings lagen nur 3 Betriebe mit
>400.000 Zellen/ml (>5,6 log Zellen/ml) Gber dem zuléssigen Grenzwert der EU. Schliellich
wurde dieser Parameter vernachlassigt und zeigte lediglich den Trend einer signifikant
reduzierten SZZ bei Anbindehaltung auf, die vorwiegend mit kleinen Betrieben assoziiert
wurde. Aquivalent zu den vorherigen Untersuchungen bestatigten die durchflusszytometrischen
Messungen der bakteriellen Zellzahl, dass eine erhohte Keimzahl mit einer maRigen
Biodiversitat einherging (Abbildung 18B). So war die per Melkroboter gewonnene Rohmilch
mit einem medianen Richness-Wert (Observed OTUSs) von 390 in der Gesamtheit signifikant
weniger divers (MS mit 486 und R mit 456), was sich gleichzeitig in einer ebenso signifikant

unausgewogeneren Verteilung der beteiligen Taxa duferte.
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Auf Familienebene bewirkten die Streptococcaceae die héchste Varianz (Dim 1, 40,6%) im

untersuchten Datensatz und bildeten in der PCA die erste Hauptkomponente mit der groRten
Abweichung durch den Melkroboter (Abbildung 19A).
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Abbildung 19 Hauptkomponentenanalyse auf Familienebene (A) und relative Abundanzen (%) (B) auf Gattungsebene von
Rohmilch gruppiert nach Melksystem. A: Hauptkomponente 1 (Dim 1): 40,6% Streptococcaceae und Hauptkomponente 2
(Dim 2): 17,5% Pseudomonadaeceae. B: Dargestellt sind alle Gattungen mit einer relativen Abundanz >0,5%. AMS:
automatisches Melksystem (n=153); MS: Melkstand (n=532); R: Rohrmelkanlage (n=120).
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Abbildung 20 Verteilung relativer Abundanzen (%) in Rohmilch gruppiert nach Melksystem. AMS: automatisches
Melksystem (n=153); MS: Melkstand (n=532); R: Rohrmelkanlage (n=120). Dargestellte Taxa dienen als Indikatorkeime fiir
Melk- und Analgenhygiene. *p<0,05; **p< 0,01.
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Durch die Aufschlusselung der relativen Abundanzen auf Gattungsebene zeigte sich, dass der
signifikante Eintrag von MSB durch die Taxa Streptococcus und Lactococcus dominiert wurde
(Abbildung 19B, Abbildung 20, Anhang Tabelle A7). Diese umfassten mit fast einem Drittel
die weitaus grofte Fraktion des Gesamtmikrobioms der AMS Rohmilchproben. Simultan dazu
war die Abundanz typischer Indikatorkeime von Euterkontaminationen wie z.B. die Gattungen
Clostridium XI, Turicibacter und Vertreter der Familie der Lachnospiraceae mit dem
Melkroboter konstant signifikant verringert (Abbildung 20). Neben dem Melkvorgang und der
entsprechenden Euterreinigung per se ist die Analgenhygiene ein nennenswerter Faktor fir die
primare, mikrobiologische Qualitdt der Hofmilch. Psychrotolerante, Gram-negative
Kontaminationskeime sind in diesem Zusammenhang von enormer Bedeutung. Allerdings
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zeigten anhand der sequenzierten Anteile die vorherrschenden Gram-negativen Spezies der
Taxa Acinetobacter und Pseudomonas keine eindeutigen Diskrepanzen in Hinblick auf das
Melksystem (Abbildung 20, Anhang Tabelle A7).

Die Arten der Gattung Streptococcus sind einerseits mit der Euterentzindung Mastitis
assoziiert, stellen jedoch andererseits Kommensale einer gesunden Eutermikrobiota dar. Im
Mikrobiom der 930 untersuchten Rohmilchproben wurden insgesamt 44 OTUs (relative
Abundanz von mind. 0,25%) der Gattung Streptococcus zugeordnet, die mit den verfuigbaren
16S rDNA-Sequenzen der Offentlichen Datenbank EzBioCloud abgeglichen wurden. Obwohl
mit einer Fragmentlange von 445 Bp pro OTU nur ca. 30% der 16S rDNA-Sequenz verglichen
wurde, lieRen sich daraus dennoch Sequenzidentitdten zu Typstammsequenzen oberhalb der
Artgrenze ermitteln. Als dominanteste Spezies mit den hochsten relativen Abundanzen konnten
die vier Arten S. thermophilus/ salivarius / vestibularis, S. porcinus / uberis, S. dysagalactiae
und S. parauberis detektiert werden (Abbildung 21). Beachtlich dabei war, dass
S. porcinus / uberis und S. dysgalactiae bei den AMS- und MS-Proben gegenlber der
Rohrmelkanlage und gleichzeitig in Betrieben mit einer grof3eren Milchliefermenge signifikant
abundanter auftraten. Dies deckte sich mit der signifikant hoheren Abundanz der Gattung
Streptococcus bei grofRen Erzeugerhofen, die im Jahr >500.000 Liter Rohmilch an die
Molkereien liefern (Anhang Abbildung A2). Wahrend S. porcinus / uberis bei den AMS- und
MS-Rohmilchproben mit einer relativen medianen Abundanz von 1,3 und 1,7% in einer
annahernd vergleichbaren Verteilung vorkam, o) zeigte sich
S. thermophilus / salivarius / vestibularis mit einer relativen Abundanz >1% in 50% der
AMS-Proben und nur in 16% der MS-Proben.
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Abbildung 21 Verteilung der abundantesten OTUs der Gattung Streptococcus detektiert in Rohmilch. A: Gruppiert nach
Melksystem mit AMS: automatisches Melksystem (n=153); MS: Melkstand (n=532); R: Rohrmelkanlage (n=120).
B: Gruppiert nach Milchliefermenge pro Jahr mit kleinen (<500.000 Liter pro Jahr, n=447) und groRen Erzeugerh&fen
(>500.000 Liter, n=415). Die Datenbank EzBioCloud diente zum Abgleich der 16S rRNA-Sequenz (OTU) auf Basis von ca.
445 Bp. S.: Streptococcus; *p<0,05; **p< 0,01.
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2.2.3  Einfluss der Kiihlung und Lagerung

Um eine addquate mikrobiologische Milchqualitat an die Molkereien abzuliefern, ist die
Kihlung von Rohmilch im Anschluss an den Melkprozess eine weitere wichtige
Schlisselstelle, um bereits auf dem Erzeugerhof die Kontaminationen gering zu halten. Anhand
des Fragebogens wurden hierbei die Tankkihlung (T) mit 571 Proben und die
Durchlaufkihlung/Vorlaufkiihlung (D) mit 221 Proben als h&aufigste Kihlsysteme erfasst.
Damit assoziiert ist auch die Lagerzeit der Rohmilch vom Melkprozess bis zur Abholung durch
die Molkerei. Am weitesten verbreitet war dabei die 2-tdgige Abholung (692 Proben), gefolgt
von dem 1-tdgigen Abholungsintervall (111 Proben). Obwohl signifikante Unterschiede
ermittelt wurden, so waren die Mediane der absoluten bakteriellen Zellzahlen bei den zwei
Kihlungsvarianten mit Werten von 5,2 (D) und 5,1 (T) logIBC/ml vergleichbar
(Abbildung 22). Nicht Uberraschend war die etwas breitere Streuung mit den hdochsten
AusreiRern bei der Milchabholung in einem Zwei-Tages-Rhythmus.

Die im Schnitt etwas hohere bakterielle Belastung unter Einsatz einer
Durchlauf-/ Vorlaufkiihlung ging in der Summe mit einer hoheren Abundanz der Gattungen
Streptococcus, Staphylococcus aber auch mit héheren relativen Anteilen von Gram-negativen
Spezies der Gattungen Acinetobacter und Pseudomonas einher (Abbildung 23A). Bei den
Gram-positiven Vertretern ist jedoch zu beachten, dass mehr als drei Viertel der Proben mit
Durchlaufkiihlung von groRen Hofen kamen und eine Assoziation zwischen HofgréRe und der
Abundanz von Staphylococcus und Streptococcus detektiert wurde (Anhang Abbildung A2).
Obwohl in den Medianen der Sequenzierergebnisse nur minimale Verschiebungen festgestellt
wurden, konnte dennoch eine signifikante Veranderung von ein- zu zweitdgiger Milchabholung
mit einer insgesamt gréReren Streubreite fur kaltetolerante Gram-negative Gattungen wie z.B.
Acinetobacter, Chryseobacterium und Pseudomonas festgestellt werden (Abbildung 23B).
Signifikant erhoht war der Median der relativen Abundanz von Streptococcus bei der eintagigen
(6,4%) gegenuber der zweitdgigen (4,3%) Abholung. Auch hier muss jedoch berlcksichtigt
werden, dass 75% der untersuchten Rohmilchproben von sehr groRen Betrieben mit einer
jahrlichen Milchliefermenge >1.000.000 Liter stammten.
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Abbildung 22 Verteilung der absoluten bakteriellen Zellzahlen in Rohmilch gruppiert nach Kiihlungsmethode und Intervall
der Milchabholung. A: Kihlung mit zusétzlicher Durchlaufkiihlung / Vorlaufkihlung (D, n=221) und reiner Tankkuihlung
(T, n=571). B: Milchabholung in einem Abstand von einem (1-t4gig, n=111) oder zwei Tagen (2-t&gig, n=692). Zellzahlen
wurden per Durchflusszytometrie bestimmt (IBC: Individual Bacterial Count). *p<0,05; **p< 0,01.
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Abbildung 23 Verteilung relativer Abundanzen auf (%) in Rohmilch gruppiert nach Kiihlungsmethode und Intervall der
Milchabholung. A: Kuhlung mit zusétzlicher Durchlaufkiihlung / Vorlaufkihlung (D, n=221) und reiner Tankkihlung (T,
n=571). B: Milchabholung in einem Abstand von einem (1-tdgig, n=111) oder zwei Tagen (2-tdgig, n=692). Dargestellte Taxa
dienen als Indikatorkeime fur Melk- und Analgenhygiene. *p<0,05; **p< 0,01.
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3. Charakterisierung der Gattung Fundicoccus ignavus gen. nov., sp. nov.

Bei der Untersuchung der aeroben, mesophilen Mikrobiota von Rohmilch wurden im Zuge
einer vorangegangen, kulturabhangigen Studie die drei Isolate WS49377, WS4759 und
WS5303 der gleichen Art aus Tankproben isoliert. Anhand ihrer partiellen 16S rDNA-Sequenz
konnten sie weder einer valide beschriebenen Spezies, noch einer Gattung zugeordnet werden.
Die Charakterisierung mithilfe eines polyphasischen Ansatzes erfolgte im Rahmen dieser
Arbeit, woraus die Beschreibung der neuen Gattung Fundicoccus ignavus gen. nov., sp. nov.
der Familie Aerococcaceae resultierte. Die in diesem Kapitel prasentierten Ergebnisse wurden
bereits in Siebert et al. (2020) publiziert.

3.1 Genetische Charakterisierung
3.1.1 Phylogenetische Einordnung

Die fast-vollstandige 16S rRNA ist ein klassischer phylogenetischer Marker, der zum Abgleich
der Sequenzidentitdten und somit zur Determinierung des am néchsten verwandten
Typstammes herangezogen wurde. Zundchst wurde die Sequenzéhnlichkeit des
fast-vollstandigen 16S rRNA-Genabschnittes (1478-1493 nt) der drei aus Rohmilch isolierten,
unbekannten Stamme WS49397, WS4759 und WS5303 untereinander ermittelt. Nachdem der
paarweise Sequenzabgleich eine Identitdt von 99.6%-99.7% zeigte, wurde der
Typstammsequenz WS4939" mit den Sequenzen aller valide beschriebenen Typstimme auf
EzBioCloud verglichen, um schliellich die phylogenetische Position des neuen Taxons zu
bestimmen. Unter den glltigen Typstdmmen zeigte die Spezies Facklamia miroungae ATCC
BAA-466" aus der Familie Aerococcaceae mit 94,3% die hochste 16S rRNA-Ahnlichkeit zu
WS4939"T. Weitere Treffer zeigten Ubereinstimmungen von 94,1% mit Facklamia
tabacinasalis CCUG 300907 und 93,7% mit Facklamia languida CCUG 37842". Bei der
weiteren Uberpriifung der Datenbank, ausschlieBlich unter Einbezug aller Typspezies,
demonstrierten auch hier Gattungen der Familie Aerococcaceae die hochste Ubereinstimmung
der 16S rRNA-Gensequenz zu WS4939". Diese waren mit 93,7% Facklamia hominis
CCUG 36813" und mit 93,5% Eremococcus coleocola M1831/95/27 (Siebert et al., 2020).

Um die phylogenetische Einordnung der neuen Stamme aufzudecken, erfolgte die Berechnung
eines ML-Baumes auf Basis der fast vollstandigen Sequenz des 16S rRNA-Gens. Dieser

basierte auf 1261 Nukleotidpositionen, die sich aus einem Alignment mit den drei unbekannten
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Isolaten, den 8 Typspezies und den 13 Typstdammen der Familie Aerococcaceae (Stand Mérz
2021) sowie Lactococcus lactis subsp. lactis als Outgroup ergaben (Abbildung 24). Die
Topologie des Baumes demonstrierte die eindeutige Abspaltung des Genus
F. ignavus gen. nov., sp. nov. mit den Isolaten WS4939", WS4759 und WS5303 in einer
monophyletischen Linie mit einer maximalen Bootstrap Unterstiitzung von 100%. Weiterhin
gingen aus der phylogenetischen Position der neuen Stamme F. hominis CCUG 36813 und
E. colecola M1831/95/2" als nichst verwandte Typspezies hervor. Diese Ergebnisse deckten
sich schlieBlich mit den Ergebnissen der Sequenzidentititen aus der 16S rRNA-

Einzelgenanalyse (Siebert et al., 2020).

Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 58057 (BALX01000047)

Aerococcus vaginalis BV2T (AB818493.1)
Aerococcus urinaehominis CCUG 42038B" (CP014163)
Aerococcus sanguinicola CCUG 430017 (CP014160)
Aerococcus christensenii CCUG 288317 (CP014159)
Aerococeus urinae CCUG 368817 (CP014161)
Aerococcus suis 1821/02T (AM230658)
Aerococcus urinaeequi CCUG 280947 (CP014162)
Aerococcus viridans ATCC 11563 (M58797.2)

100

Abiotrophia defectiva ATCC 49176" (D50541.1)
( Globicatella sanguinis NBRC 155517 (AB680901.1)
1001 Globicatella sulfidofaciens DSM 157397 (FUWOO01000039)

Dolosii paucivorans DSM 157427 (AJ012666.1)
Ignavigranum ruoffiae CCUG 376587 (Y16426.1)
Suicoccus acidiformans ZY 160527 (KY412561)

Facklamia sourekii CCUG 28783AT (Y17312)

Facklamia ignava CCUG 374197 (JH932300)
Facklamia tabacinasalis CCUG 300907 (Y17820)

Facklamia hominis CCUG 36813T (Y10772.1)
0.01 100 E Facklamia languida CCUG 378427 (JH601133)
2 Facklamia miroungae ATCC BAA-4667 (jgi.1095752)

Eremococcus coleocola M1832/95/2T (Y17780.1)

a3

7

100 | WS4759 (MNE40404)

—i WE5303 (MN640402)
Ws4937T (MN640086)

Abbildung 24 16S rRNA Maximum-Likelihood Baum mit den drei Stdimme WS4939", WS4753, WS5303 und allen valide
beschriebenen Typspezies und Typstdmmen der Aerococcaceae. Alle partiellen 16S rRNA-Gensequenzen stammten von der
Datenbank EzBio Cloud. Die Typspezies sind hervorgehoben und als Outgroup diente Lactococcus lactis subsp. lactis. Die
Berechnung des Baumes erfolgte in MEGA X und basierte auf dem Tamura-Nei Model mit 500 Wiederholungen. Bootstrap
Werte >50% sind an den Astknoten des Baumes angegeben. Balken: 0,01 Substitutionen pro Nukleotid Position. Abbildung
aus Siebert et al. (2020).
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3.2.2  Genomische Charakterisierung

Die Genom-Assemblierung der drei Stimme WS4939T, WS4753, WS5303 diente der
Aufdeckung genomischer Eigenschaften sowie der phylogenomischen Einordnung von
Fundicoccus ignavus gen. nov., sp. nov.. Aus der Genomrekonstruktion ergab sich eine
Genomgrolie von ~ 3,0 mb und ein G+C Gehalt von 37,4mol% (Anhang Tabelle A8) (Siebert
et al., 2020).

3.2.2.1 Phylogenomische Einordnung

Um die Taxonomie mit noch hoherer Auflésung zu betrachten wurden phylogenomische
Analysen durchgefihrt, die auf einem multiplen Sequenzalignment von 92 housekeeping Genen
basierten. Der daraus errechnete UBCG-Baum zeigte die phylogenomische Einordnung der drei
neuen Stdmme innerhalb der Familie Aerococcaceae mit den bisher 8 valide charakterisierten
Typspezies sowie Lactococcus lactis subsp. lactis als Outgroup (Abbildung 25). Daraus wurde
eine deutliche Abgrenzung der Stamme WS49397, WS4753, WS5303 in einer eigenstandigen,
monophyletischen Gruppe ersichtlich. Gegenséatzlich zu den Ergebnissen aus der
16S rRNA-Phylogenie geht Globicatella sanguinis NBRC 155517 mit einer maximalen
Bootstrap Unterstiitzung (100%) als nachst verwandte Typspezies hervor (Siebert et al., 2020).

Eine weitere in silico Analyse bestand darin, Giber den AAI-Index Ahnlichkeiten zwischen zwei
Typspezies Genomen zu kalkulieren und Verwandtschaftsgrade abzuleiten. Dafiir wurden
jeweils zwei Typspezies der Aerococcaceae miteinander bzw. der Typstamm WS4939T jeweils
mit einer der 8 giltigen Typspezies abgeglichen. Beim paarweisen Vergleich zwischen
F. ignavus gen. nov., sp. nov. WS4939T und jeweils einer der Aerococcaceae Typspezies
wurden Werte zwischen 56,2% und 62,1% festgestellt. Dazu ahnliche Werte zwischen
53,5-61,4% ergaben sich aus den paarweisen Vergleichen der bereits valide beschriebenen

Typspezies innerhalb der Aerococcaceae (Siebert et al., 2020).
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Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 194357 (GCA_900099625.1)

Aerococcus viridans ATCC 115637 (GCA_001543285.1)

Dolosicoccus paucivorans DSM 157427 (jgi.1058922.1)

Facklamia hominis CCUG 36813" (GCA_000301035.1)

Eremococcus coleocola M1832/95/2T (GCA_000428865.1)

100 100

) Ignavigranum ruoffiae CCUG 37658 (jgi.1067990.1)

Suiceccus acidiformans ZY16052T (GCA_003546865.1)

Abiotrophia defective ATCC 49176" (GCA_000160075.2)

Globicatella sanguinis NBRC 155517 (GCA_001552295.1)

e 0 WS49377 (WJQT00000000)
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Abbildung 25 UBCG-Baum auf Basis eines multigenen Alignments von 92 houskeeping Genen. Der Baum wurde mit den
Genomsequenzen aller Typspezies der Familie Aerococcaceae (EzBio Cloud) in MEGA X, basierend auf dem Tamura-Nei
Model mit 200 Wiederholungen gerechnet. Lactococcus lactis subsp. lactis diente als Outgroup. Bootstrap Werte >50% sind
an den Astknoten des Baumes angegeben. Balken: 0,1 Substitutionen pro Nukleotid Position. Abbildung aus Siebert et al.
(2020).

3.2.2.2 Charakterisierung des Aminosauremetabolismus per KEGG-Datenbank

In Ergdnzung zu den phanotypischen Daten aus dem API 1D32 STREP erfolgte unter
Verwendung der KEGG Datenbank eine genombasierte Analyse von Enzymaktivitaten, die mit
dem Aminosdurestoffwechsel assoziiert sind.

Das Programm Prodigal annotierte insgesamt 2661 proteincodierende Gene fur den Stamm
WS4939" (Anhang Tabelle A8). Von diesen konnten durch KEGG Mapper insgesamt 1611
und damit ein Anteil von 60,5% den orthologen Sequenzen aus dem KEGG-Netzwerk
zugeordnet werden. Sogar 95 der zugeordneten, proteincodierenden Gene entsprachen
Bestandteilen des Aminoséuremetabolismus der KEGG Datenbank. Die Rekonstruktion der
Signalwege bestétigte die Anwesenheit von Enzymen die in den Katabolismus der
Aminosauren Arginin, Aspartat, Glutamat, und Cystein involviert sind. Wahrend zusétzlich
vorhergesagte Enzyme in Zusammenhang mit der Substratproduktion fir den Citrat-Zyklus
gebracht wurden, waren die Signalwege fur Prolin und Tryptophan sowie alle Ubrigen
Aminosduren unvollstandig oder nicht feststellbar. Unter Einsatz des API ID 32 STREP zeigte
WS4937T keine Aktivitat fiir die getestete alkalische Phosphatase, wohingegen BlastKOALA
eine orthologe Sequenz fiir dieses Enzym im Genom von WS4939" annotierte. Insgesamt stiitze
jedoch die genombasierte Rekonstruktion molekularer Signalwege die im API ID 32 STREP
beobachteten Enzymaktivitaten (Siebert et al., 2020).
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3.2 Phanotypische Charakterisierung

Um die neue Typspezies Fundicoccus ignavus gen. nov., sp. nov. weiterhin von Taxa der
Familie Aerococcaceae abzugrenzen wurden die Stimme WS4939"T, WS4753, WS5303
morphologisch, physiologisch und biochemisch charakterisiert. Diskriminative phanotypische
Merkmale, die zur Unterscheidung der Taxa innerhalb der Familie dienen, wurden zwischen
WS4939" und den Literaturangaben von allen 8 beschriebenen Typspezies der Familie
verglichen (Tabelle 12).

Bei den drei F.ignavus gen. nov., sp.nov. Stdmmen wurde in der mikroskopischen
Untersuchung eine kokkoide Zellform mit einer durchschnittlichen Zellgrofie von 1,3 um
beobachtet. Die Phasenkontrastaufnahme zeigte die Zellen einzeln, als Diplokokken oder in
kurzen Ketten angeordnet und ist fiir das Typstammisolat WS49397 dargestellt (Abbildung 26).

Die Fahigkeit zur Bildung von Endosporen sowie Motilitat der Stamme wurde nicht festgestellt.
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Abbildung 26 Phasenkontrastaufnahme der Zellmorphologie von Fundicoccus ignavus gen. nov., sp. nov. WS4937T,
Fluoreszenzmikroskop (100-fach) nach der Kultivierung der Zellen auf TSA bei 30 °C fiir 48 h. Der Messbalken entspricht
einer GroRe von 20 pum.

Bei den drei fakultativ anaeroben Isolaten lag in TSB das Temperaturoptimum zwischen
29-30°C und die untere Wachstumsgrenze bei 12°C. Wéhrend die maximale
Wachstumstemperatur von Stamm WS5303 bei 37 °C lag, wurde fir die beiden Isolate
WS4939" und WS4753 ein Temperaturmaximum von 39 °C ermittelt. Ein in der Familie der

Aerococcaceae weit verbreitetes Charakteristikum ist die fehlende Proliferation bei 10 °C und
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45 °C, welches ebenso bei F.ignavus gen. nov., sp. nov. WS4939", WS4753, WS5303
ausblieb. Die Wachstumsoptima lagen fir alle drei Stamme bei 0,5%- 1% (w/v) NaCl und pH
7,5 — 8,0 mit einem Toleranzbereich von pH 6,5 — 9,5. Fir Stamm WS5303 wurde Wachstum
bis 6,0% (w/v) NaCl beobachtet, wohingegen der Wachstumsbereich bis 6,5% (w/v) NaCl bei
den Stammen WS4939" und WS4753 minimal erweitert war (Siebert et al., 2020).

Tabelle 12 Charakteristische Eigenschaften des Typstammes WS4939T im Vergleich zu allen valide beschriebenen Typspezies
der Familie Aerococcaceae. Stamme: 1: WS49377 (Daten aus dieser Arbeit); 2: Facklamia hominis CCUG 368137 (Collins et
al., 1997; Hoyles, 2014); 3: Eremococcus coleocola M1832/95/27 (Collins et al., 1999b); 4: Globicatella sanguinis
NBRC 155517 (Collins et al., 1992; Ludwig et al., 2009); 5: Aerococcus viridans ATCC 115637 (Ludwig et al., 2009; Lawson,
2014a); 6: Abiotrophia defectiva ATCC 491767 (Ludwig et al., 2009); 7: Ignavigranum ruoffiae CCUG 37658T (Collins et al.,
1999c; Ludwig et al., 2009; Huch et al., 2014); 8: Dolosicoccus paucivorans DSM 157427 (Collins et al., 1999a); 9: Suicoccus
acidiformans ZY 160527 (Li et al., 2019). + positiv; +(s): schwach positiv; — negativ; n.a.: fiir den Typstamm nicht angegeben.
Tabelle modifiziert nach Siebert et al. (2020).

Eigenschaft 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Wachstum bei 10 °C - - - - - - - -
Wachstum bei 45 °C - - n.a.t - - - + - +
Wachstum in 6.5% (w/v) NaCl  + + +(s) + + - + - +
Séurebildung:
Glukose - - + + + + +(s) +(s) n.a.
Glykogen - - - - - + - - -
Laktose - - - + + - - +(s) -
Mannitol - - - + + n.a. n.a. +(s) +
Melibiose - - - + - - - - +
Raffinose - - - + - + - - +
Ribose - - - + +(s) - - - -
Saccharose - - - + + + - - +
Trehalose - - - + - + - - +

Hyrolyse von:

Eskulin - - - + + n.a. - - n.a.
Hippurat + + + + +(s) - - - +
Starke - + - + n.a. + - - n.a.

Produktion von:

Arginin-Dihydrolase + + + - - - + - -
a-Galaktosidase +(s) + - + - + - - +
S-Galaktosidase + + - + - + - - -
S-Glukosidase + - - + - - - - -
Pyroglutamat-Arylamidase - n.a. + + +(s) + + + +
Urease - - - - - - + - -
Katalase - - - - - - - - +

L Wachstum bei 42 °C
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Die Gram-positiven Stamme der neuen Typspezies zeigten negative Ergebnisse im Test auf
Cytochromoxidase C und Katalase. Eine starke a-Hamolyse wurde beobachtet, jedoch war
keiner der Stdmme positiv fur die Spaltung von Starke oder Gelatine. Die Isolate waren negativ
im Voges-Proskauer Test sowie in der Untersuchung auf Indolproduktion. Sie reduzierten kein
Nitrat und H.S wurde nicht detektiert. Bei der Untersuchung von Enzymaktivitdten im
API ID32 STREP hydrolisierten alle drei Stamme der neuen Gattung Hippurat und waren
positiv fir die Enzyme Arginindihydrolase und S-Glaktosidase unter Verwendung des Substrats
Resourfin  p-D-Galaktopyranosid. Wahrend fir die Enzyme Alanyl-Phenylalanyl-
Prolin-Arylamidase, alkalische Phosphatase, p-Glukoronidase, p-Mannosidase, Glycyl-
Tryptophan-Arylamidase, N-acetyl-5-Glukosminidase, Pyroglutamat Arylamidase sowie
Urease keine Aktivitat beobachten wurde, war die a-Galaktosidase schwach positiv fur den
Typstamm WS4939T. Im API50 CH Testsystem waren alle drei Stamme negativ fiir die
Umsetzung von 47 verschiedenen Kohlenhydraten unter Séurebildung, was sich durch einen

ausbleibenden Farbumschlag des pH Indikators auf3erte (Siebert et al., 2020).

3.3 Chemotaxonomische Charakterisierung

Zur genauen Charakterisierung und Aufdeckung chemotaxonomischer Differenzen wurde die
Peptidoglykanstruktur und die Zusammensetzung der polaren Lipide fur den Typstamm
WS49397 analysiert. Weiterhin erfolgte die Untersuchung des Fettsaureprofils der Stimme
WS4939", WS4753, WS5303 und Globicatella sanguinis NBRC 155517, Durchgefiihrt wurden
alle Analysen bei der DSMZ.

Mit der Analyse des Totalhydrolysates von F. ignavus gen. nov., sp. nov. WS4939" per DC
wurden die Aminosauren Alanin (Ala), Glycin (Gly), Glutaminsdure (Glu) und Lysin (Lys)
nachgewiesen. Nach Quantifizierung per Gaschromatografie ergab sich ein Verhdltnis der
Aminosauren von 1.3 Ala: 1.3 Glu: 1.0 Lys. Durch weitere Analysen des hydrolysierten
Peptidoglykans wurden neben den Aminoséauren die Dipeptide L-Ala-D-Glu und L-Lys-D-Ala
detektiert. Somit lieB sich aus den erhobenen Daten fiir die Typspezies WS4939T der
Peptidoglykantyp Ala L-Lys-direkt ableiten. Bei der Untersuchung des polaren Lipidprofils
von Stamm WS4939"T bildeten insgesamt drei Glykolipide, jeweils ein Phospholipid,
Phosphatidylglycerol, Phosphoglykolipid und Diphosphatidylglycerol die Hauptbestandteile
(Abbildung 27) (Siebert et al., 2020).
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Abbildung 27 Zusammensetzung der polaren Lipide von Fundicoccus ignavus gen. nov., sp. nov. WS4937T nach Analyse per
zweidimensionaler DC. GL: Glykolipid; PL: Phospholipid; PG: Phosphatidylglycerol; PGL: Phosphoglycolipid; DPG:
Diphosphatidylglycerol. Abbildung aus Siebert et al. (2020).

Im Profil der zellularen Fettsauren des Typstamms WS4937T dominierte die ungesattigte
Fettséure C1e:109¢ mit einem Anteil von 27,6%, gefolgt von zwei weiteren Hauptkomponenten
C16:0 und C1g:109c¢, die eine Fraktion von 23,5% und 17,6% ausmachten. Insgesamt wurden 12
weitere Fettsauren in Anteilen <7% detektiert, die teilweise sogar nur in Spuren (<1%)
nachgewiesen wurden. Obwohl fir alle drei Stamme WS4939T, WS4753, WS5303 die
Hauptbestandteile des Fettsaureprofils bereinstimmten, so gab es dennoch intraspezifische
Unterschiede mit Werten die beispielsweise fur die Fettsdure Cis.109¢ zwischen 23% und 12%
schwankten oder fir Cigim9c zwischen 18% und 37% lag (Anhang Tabelle A9). Zur
Abgrenzung der neuen Typspezies F. ignavus gen. nov., sp. nov. erfolgte der Vergleich des
Typstammes WS4939™ mit den Literaturdaten der 8 beschriebenen Typspezies der Familie
Aerococcaceae (Tabelle 13). Bei der unter gleichen Bedingungen, parallel erfolgten
Fettsaureanalyse wurde fir die in F.ignavus gen. nov., sp. nov. WS4939" vorherrschende
Fettsaure Cis:109c bei G. sanguinis NBRC 155517 ein wesentlich geringerer Anteil von 4,3%
detektiert. Daneben beinhaltete das Fettsdureprofil der drei evolutiondr am néchsten
verwandten Typspezies F. hominis, E. coleocola und G. sanguinis die Fettsdure Summed
feature 5 mit Fraktionen zwischen 12-16%, wéhrend sie in F. ignavus gen. nov., sp. nov.
WS4939" mit einem Anteil von 5,6% keine Hauptkomponente darstellte (Siebert et al., 2020).
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Tabelle 13 Zellulare Fettsauren des Typstammes WS4939T und aller valide beschriebenen Typspezies der Familie
Aerococcaceae. Stamme: 1: WS4937T (Daten aus dieser Arbeit); 2: Facklamia hominis CCUG 36813"; 3: Eremococcus
coleocola M1832/95/27; 4. Globicatella sanguinis NBRC 155517 (Daten aus dieser Arbeit); 5: Aerococcus viridans
ATCC 11563"; 6: Abiotrophia defectiva ATCC 491767; 7: Ignavigranum ruoffiae CCUG 37658"; 8: Dolosicoccus
paucivorans DSM 15742T; 9: Suicoccus acidiformans ZY160527. Fett: Hauptfettsauren >10%; —: nicht detektiert; n.a.: nicht
angegeben. *Daten aus Li et al. (2019). Tabelle modifiziert nach Siebert et al. (2020).

Fettsaure 1 2" 3* 4 5* 6* 7" 8* 9*
Gesattigt
Cio0 0,7 n.a. n.a. 0,5 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ci20 0,5 0,5 0,5 1,0 0,4 1,2 0,5 0,5 1,3
Cuso 4,2 6,1 6,3 8,6 4,1 9,0 7,0 4,0 10,6
Cis:0 anteiso - 0,4 4,2 - 0,3 - 1,0 0,5 0,2
Cigo0 23,5 52,9 52,0 30,2 25,4 334 56,8 441 38,1
Ci70 - n.a. n.a. 0,5 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ciso 6,5 5,0 3.9 11,9 13,8 4,8 3,1 58 2,4
Cigaiso | 11 - - - - 11 - 1,8 0,2
Ungesattigt
Ci6109¢ 27,6 - - 4.3 15,3 18,1 - 7,9 18,4
Ci7:1 iso ®5¢ 0,5 0,9 0,6 0,7 0,3 2,2 0,8 3,4 0,5
C18:109c 17,6 11,8 9,3 17,0 9,3 12,1 10,0 10,1 12,7
C20:1009¢ 0,4 - - - 7,2 - - - -
C20:206,9¢ 0,5 n.a. n.a. - n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
C20:406,9,12,15¢ - n.a. n.a. 0,6 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Hydroxy
Ci3:0 2-OH - - - - - - - 0,6 -
Ci5:0 2-OH - - - - - - - 0,9 -
Summed feature
3 (C16:107¢/Cye:106¢) 6,0 2,9 2,5 45 14 5,6 2,8 31 2,1
5 (C15:2006,9¢/C1g;0 ante) 5,6 15,9 12,2 16,4 1,6 5,6 13,3 94 9,6
7 (unknown 18.85/Ci9.106¢) - - - - 16,3 - - - -
8 (Cig1007¢/C1g:106¢) 4,1 1,2 1,1 2,9 1,7 3,8 1,2 1,9 0,8
9 (Ci7.1i50 ®9¢/Ci6:0 10-methyl 1,2 - - 0,9 0,5 1,7 - - 1,0
4, Charakterisierung einer neuen Spezies Raineyella sp. nov

Bei einer kulturellen Analyse der aeroben, mesophilen Mikrobiota von Rohmilch wurden die
zwei Stamme WS4898T und WS4899 isoliert und uiber die partielle 16S rRNA-Gensequenzen
mit bereits valide beschriebenen Taxa abgeglichen. Beim Sequenzabgleich des fast
vollstdndigen 16S rRNA-Genabschnittes der beiden Isolate ergab sich eine Identitat von 100%,

allerdings konnten diese nicht einer bekannten Spezies zugeordnet werden und dienten der
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Beschreibung einer neuen Art. Die Charakterisierung erfolgte unter Anwendung eines

polyphasischen Ansatzes.

4.1 Genetische Charakterisierung
4.1.1  Phylogenetische Einordnung

Die fast vollstandigen 16S rRNA-Gensequenzen der Stimme WS4898T und WS4899
ermoglichten die taxonomische und phylogenetische Einordnung. Durch den Sequenzvergleich
mit dem auf EzBioCloud verfugbaren Datensatzes wurden die am néchsten verwandten
Typstamme ermittelt. Der erste Treffer mit der hochsten Ubereinstimmung zur partiellen
16S rRNA-Sequenz einer valide publizierten Art ergab eine Ahnlichkeit von 96,29% zu der
Typspezies Raineyella antarctica DSM 1004947 der Familie Propionibacteriaceae, gefolgt
von dem zweiten beschriebenen Typstamm dieser Gattung Raineyella fluvialis DSM 1102887
mit 96,22%. Weitere Sequenzlibereinstimmungen zu anderen Gattungen waren gering und
lagen weit unter 96%. Dabei stimmten die &hnlichsten Typstdmme Auraticoccus monumenti
MON 2.2" und Mariniluteicoccus endophyticus YIM2617" nur zu 93,47% und 93,45% (iberein.

Um die phylogenetische Position der neuen Spezies innerhalb der Raineyella und der
Propionibacteriaceae zu analysieren, wurde ein ML-Baum erstellt. Dessen Berechnung
basierte auf 1306 Nukleotidpositionen, die aus dem Alignment unter Einbezug der beiden
publizierten Referenzspezies der Gattung Raineyella, der ersten 18 Treffer (verfligbar auf
EzBioCloud) mit der hochsten 16S rDNA-Sequenzidentitat zu Raineyella sp. nov. WS48987
sowie Kribella flavida DSM 17836 als Outgroup hervorgingen (Abbildung 28). Aus der
topologischen Struktur des Baumes wurde ersichtlich, dass die Gattung Raineyella innerhalb
der Propionibacteriaceae ein klar abgegrenztes, eigenstandiges Cluster bildete. Innerhalb
dieses Clusters zeigte sich mit einer Bootstrap Unterstiitzung von 99% eine deutliche,
monophyletische Abspaltung der beiden Stamme Raineyella sp. nov WS4898" und WS4899 zu
den beiden Typstimmen R.antarctica LZ-22 und R. fluvialis CBA3103". Fiir alle
phénotypischen und chemotaxonomischen Untersuchungen wurde R. antarctica DSM 100494
(Pikuta et al., 2016) als Referenz herangezogen. Die Neubeschreibung von R. fluvialis (Kim et
al., 2020) wurde erst nach Abschluss der in dieser Arbeit durchgefiihrten experimentellen

Versuche publiziert und konnte demnach nicht als Referenz mitgezogen werden.
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I: Tessaracoccus flavescens SST-397 (CP019607)
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Abbildung 28 16S rRNA Maximum-Likelihood Baum von Raineyella sp. nov. WS4898™ und WS4899 und den ersten 20
Treffern mit der hochsten 16S rRNA-Identitat auf EzBioCloud. Als Outgroup wurde Kribbella flavida DSM 17836 verwendet.

Die Berechnung des Baumes erfolgte in MEGA X und basierte auf dem Tamura-Nei Model mit 1000 Wiederholungen.
Bootstrap Werte >50% sind an den Astknoten des Baumes angegeben. Balken: 0,02 Substitutionen pro Nukleotid Position.

4.1.2  Genomische Charakterisierung

Um typische genomische Charakteristika aufzudecken, wurden alle Raineyella sp. nov. Stimme
WS4898T und WS4899 sequenziert und das Genom rekonstruiert. Aus der Assemblierung der
Genome ergab sich fir die Stdmme der neuen Art eine Genomgrdf3e von ca. 3,0 Mb und ein
G+C Gehalt von 69,4mol% (Anhang Tabelle A10).

Um die Ahnlichkeit zwischen zwei Stimmen zusétzlich auf Genomebene zu vergleichen wurde
in silico der dDDH Index berechnet. Dabei wurden die Werte aus dem paarweisen vergleich
der Stamme WS4898" und WS4899 jeweils mit der Typspezies R. antarctica DSM 100494 und
dem Typstamm R. fluvialis DSM 26521 bestimmt. Wé&hrend der intraspezifische dDDH Wert
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der neuen Spezies bei 87,3 lag, so wurde beim paarweisen Vergleich der beiden Stamme
WS4898T und WS4899 jeweils mit R. antarctica DSM 100494 oder R. fluvialis DSM 26521
ein Wert <20 ermittelt (Tabelle 14).

Tabelle 14 Digitale DDH Werte der Raineyella sp. nov. Stdimme und den zwei Typstimme der Gattung Raineyella. Fett:
intraspezifischer dDDH-Wert.

dDDH mit entsprechendem Stamm

Stamm 2 3 4

1 Raineyella sp. nov. WS49987 87,3 18,6 17,1
2 Raineyella sp. nov. WS4999 - 18,6 17,0
3 R. antarctica DSM 100494 - - 28,0

4 R. fluvialis DSM 265217 - - .

4.2 Phanotypische Charakterisierung

Im Zuge der phanotypischen Charakterisierung wurden die morphologischen Eigenschaften der
zwei Raineyella sp. nov. Stamme WS4898T und WS4899 analysiert. Daneben wurden
physiologische und biochemische Merkmale charakterisiert, um die Stdamme der neuen Art
phanotypisch von der Typspezies R. antarctica abzugrenzen, die als Vergleichsstamm fir die

Untersuchungen mitgezogen wurde.

Die stdbchenférmigen Zellen von Raineyella sp. nov. WS4898 und WS4899 zeigten sich nach
einer Kultivierung von 48 h auf TSA mit einer durchschnittlichen ZellgroRe von
0,9 um x 1,9 pm. Abbildung 29 stellt die mikroskopische Aufnahme fiir den Typstamm
WS4898" dar. Fir beide Isolate wurde weder die Bildung von Endosporen beobachtet noch

Motilitat nachgewiesen.
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Abbildung 29 Phasenkontrastaufnahme der Zellmorphologie von Raineyella sp. nov. WS4898". Die Aufnahme erfolgte bei
einer 100-fachen VergroRerung nach der Kultivierung der Zellen auf TSA bei 30 °C fir 48 h. Der Messbalken entspricht einer

GrofRe von 20 pm.
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Intraspezifische Unterschiede der beiden fakultativ anaeroben Raineyella sp. nov. WS4898"
und WS4899 Stamme wurden im Temperaturoptimum festgestellt. Wahrend Isolat WS4898T
ein Temperaturoptimum von 30-32 °C aufwies, erreichte Stamm WS4899 das optimale
Wachstum in einem Temperaturbereich von 25-27 °C. Die Stdmme zeigten optimale
Wachstumsbedingungen bei 2% (WS4898") bzw. 1%-3% (WS4899) (w/v) NaCl und pH
7,5 — 8 fir Typstamm WS4898™ bzw. pH 8 filr Stamm WS4899. Wahrend die sichtbare untere
Temperaturgrenze von Raineyella sp. nov. bei 8 °C lag, so wurde Zellproliferation fur beide
Stdamme der neuen Art bis 34°C ermittelt. Zusétzlich tolerierten die Stdmme
NaCl-Konzentrationen von 0% - 10% (w/v) (WS4898") bzw. 1% - 9% (w/v) (WS4899) und
pH 6,5-09.

Raineyella sp. nov. ist eine Gram-positive, Katalase positive und Oxidase negative Spezies. Der
Phanotyp beider Stamme war im Test auf a-Hamolyse negativ. Weiterhin zeigten WS48987
und WS4899 keine Spaltung von Gelatine oder Casein, hydrolysierten allerdings Starke. Die
Reduktion von Nitrat wurde ausschlieBlich fur den Stamm WS4899 sichtbar und die Bildung
von Indol blieb fiir beide Stdmme aus. Die im API 20 NE getesteten Enzymreaktionen waren
positiv fir Urease und nur schwach positiv fur f-Galaktosidase. Die zwei untersuchten Stamme
bildeten S&ure nach der Verwertung folgender Kohlenhydrate: D-Ribose, D-Xylose,
D-Galaktose, D-Glukose, D-Fruktose, D-Maltose, D-Laktose, D-Saccharose, D-Trehalose,
Harnstoff, D-Turanose. Zusatzlich war WS4898™ positiv fiir das Substrat D-Mannose und
zeigte eine schwache Reaktion bei Glycerol und Methyl a-D-Glukosid, wohingegen lediglich
Stamm WS4899 Sadureproduktion durch die Verwertung von N-Acetylglukosamin aufzeigte.
Keine S&ure wurde aus den Kohlenhydraten Erythritol, D-Arabinose, L-Arabinose, L-Xylose,
D-Adonitol, Methyl-beta-D-Xylopyranose, L-Sorbose, L-Rhamnose, Dulcitol, Inositol,
D-Mannitol, D-Sorbitol, Methyl-a-D-Mannosid, Amygdalin, Arbutin, Eskulin, Salicin,
D-Cellobiose, D-Melibiose, Inulin, D-Melezitose, D-Raffinose, Glycogen, Xylit, Gentiobiose,
D-Lyxose, D-Tagatose, D-Fucose, L-Fucose, D-Arabitol, L-Arabitol und Kalium-Glukonat
gebildet. Phanotypische Merkmale des Typstammes WS4898" die zur Abgrenzung von den
beschriebenen Typstimmen R. antarctica DSM 100494 wund R. fluvialis CBA3103"

(Literaturdaten) herangezogen wurden sind in Tabelle 15 zusammengefasst.
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Tabelle 15 Differenzierende phéanotypische Eigenschaften der Raineyella sp. nov. Stdmme im Vergleich zu den zwei
Typstammen der Gattung Rainyella. 1: Raineyella sp. nov. WS4898T (Daten aus dieser Arbeit); 2: Raineyella sp. nov. WS4899
(Daten aus dieser Arbeit); 3: Raineyella antarctica DSM 100494 (Daten aus dieser Arbeit); 4: Rainyella fluvialis DSM 1102887
(Kim et al., 2020). +: positiv; +(s): schwach positiv; -: negativ; n.a.: nicht angegeben.

Eigenschaft 1 2 3 4
Temperatur
Optimum (°C) 30-32 25-27 24 - 28! 35
Wachstumsbereich (°C) 8-34 8-34 3422 15-40
NaCl (%) Wachstumsbereich 0-10 1-9 0-7 0-2
pH Wachstumsbereich 6,5-9 6,5-9 6-8,5 6-7
Séaurebildung:
Glycerol +(s) - - +
Erythritol - - - +
L-Arabinose - - - +
D-Xylose + + - +
D-Adonitol - - - +
D-Galaktose + + + -
D-Glukose + + + -
D-Fruktose + + + -
D-Mannose + - - +
L-Rhamnose - - + -
Inositol - - +(s) +
D-Mannitol - - +(s) +
D-Sorbitol - - - +
N-Acetylglukosamin - + - +
D-Salicin - - + +
D-Maltose + + + -
D-Laktose + + + -
D-Saccharose + + + -
D-Trehalose + + + -
D-Turanose + + + -
L-Arabitol - - - +
Produktion von:
[-Galakosidase +(s) +(S) +(s) -
Katalase + + + +
Oxidase - - - +
Urease + + - n.a.
Starkehydrolyse + + + +

! Daten aus Pikuta et al. (2016)
2 schwaches Wachstum bei 42 °C
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4.3 Chemotaxonomische Charakterisierung

Die Determinierung der zelluléren Fettséuren erfolgte als Teil der chemotaxonomischen
Charakterisierung von Raineyella sp. nov. WS4898" und WS4899 und wurde zusammen mit
der Analyse fur den Referenzstamm R. antarctica DSM 100494 bei der DSMZ ausgefiihrt.

Das Profil der zelluldaren Fettsduren von Raineyella sp. nov. ist fiir die beiden Stamme
WS4898T, WS4899 und den Referenzstamm R. antarctica DSM 1004947 dargestellt
(Tabelle 16). Mit einer Fraktion von 54,1% (WS4898") bzw. 53,8% (WS4899) bildetet die
geséttigte Fettsdure Cis:oanteiso mit tbereinstimmenden Anteilen in beiden Stdmmen die
Hauptkomponente, gefolgt von einer weiteren geséttigten Fettsdure Ci40 iSO, die mit Anteilen
zwischen 13-19% filr WS4898" und WS4899 vertreten war. Summed feature 2 wurde
allerdings ausschlieBlich fiir den Typstamm WS4898" detektiert, bei dem sie mit einer Fraktion
von 11,3% eine Hauptfettsdure bildete. Alle weiteren, analysierten Fettsduren wurden mit
einem geringen Anteil von <7% bzw. in Spuren (<1%) detektiert. In Bezug auf die Abgrenzung
der Fettsaurezusammensetzung des Typstamms WS4898 von der Typspezies R. antarctica
DSM 1004947 zeigte sich, dass die Hauptfettsaure Cis.oanteiso mit 60% vergleichsweise nur
minimal erhoht war, jedoch die Fettsédure Ci4, lediglich als Hauptkomponente bei Raineyella
sp. nov. und Summed feature 2 nur bei Raineyella sp. nov. WS4939" detektiert wurde.
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Tabelle 16  Zellulare

Fettsauren

von

Raineyella sp. nov.

WS4898T und  WS4899

im  Vergleich

Zu

Raineyella antarctica DSM 100494. Dargestellt sind Fettsduren mit >1% in mindestens einem lIsolat. Fett: Hauptfettsauren

>10%. Alle Daten stammen aus dieser Arbeit.

Fettséure WS4898" WS4899 DSM 1004947
Gesattigt

Ci20 - 0,2 1,7
Ci2:0 iSO 0,8 1,2 0,4
Cazo 1,6 0,1 -
Ci3, anteiso 6,7 3,3 3,8
Ciao 0,8 0,6 2,6
Ciay iSO 13,0 19,0 9,7
Cis;0 anteiso 54,1 53,8 60,0
Cis iSO 1,0 1,8 15
Cie0 0,9 0,8 5,0
Cis0 iSO 0,6 2,2 2,2
Ciro - 11 1,0
Ungesattigt

Cius1005¢ - - 1,0
Ci1iso H - - 1,6
Ci17108¢ 0,3 1,1 -
Ciga1iso H - 1,2 -
Hydroxy

Ci4:0 2-OH - - 2,7
Summed feature

2 (C12 aldehyde/unknown 10,928) 11,3 55 -
3 (Ci61007¢/Ci6:1006¢) 0,3 0,2 4.4
4 (Cy7:1is0 l/anteiso B) 0,8 3,3 0,1
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V. DISKUSSION

1. Probenaufbereitung zur Mikrobiomanalyse von Rohmilch

Die Amplikon-Sequenzierung von Rohmilch ermdglicht eine eingehende Analyse der
detektierten taxonomischen Diversitat innerhalb mikrobieller Strukturen. Allerdings ist die
Beschaffenheit der Rohmilchmatrix hochkomplex, was die Anwendung der 16S rRNA
(Amplikon)-Sequenzierung erschwert. Mit dem Ziel fur die Sequenzierung ausreichende
DNA-Mengen zu erzielen und den Eintrag von Artefakten in die analysierte Biodiversitat
mdoglichst gering zu halten, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Protokoll flr die Aufbereitung
von Rohmilch zur Sequenzierung der Mikrobiota optimiert. Evaluiert wurde hierbei die
Extraktion der bakteriellen DNA aber auch der Einfluss der Zyklenzahl in der library-PCR.
Dieser Teil der Arbeit wurde bereits in Siebert et al. (2021) publiziert.

1.1 Isolation bakterieller DNA aus Rohmilch

Die Keimbelastung der Rohmilchproben in der Methodenoptimierung schwankte zwischen 3,7
und 5,3 log KbE/ml und bildete fiir Rohmilch gewdhnliche Werte ab (Fricker et al., 2011;
Mallet et al., 2012; von Neubeck et al., 2015; Fretin et al., 2018; Skeie et al., 2019). Diese
Tatsache  stellt eine  der Hauptschwierigkeiten  fur die  Amplikon-basierte
Hochdurchsatzsequenzierung dieser Proben dar. In Kombination mit der quantitativen
Dominanz der eukaryotischen DNA aus den Immunzellen der Kuh ergibt sich dadurch ein
massives Ungleichgewicht zwischen eukaryotischer und bakterieller DNA. Im Vergleich dazu,
erfolgt beispielsweise im Bereich des intestinalen Mikrobioms die DNA-Extraktion aus
Stuhlproben mit bakteriellen Keimzahlen zwischen 10 und 11 log KbE/ml (Whitman et al.,
1998; Hopkins et al., 2001). Aufgrund der exorbitanten bakteriellen Masse ist der Anteil an
eukaryotischer DNA bei dieser Probenmatrix unproblematisch, wodurch haufig geringe
Probevolumina von <1g gentigen (Claassen et al., 2013; Wagner Mackenzie et al., 2015;
Kampmann et al., 2016), um eine ausreichend hohe Amplikon-Konzentration zu generieren.
Somit ist der DNA-Isolationsprozess fir Proben mit hohen Ausgangskeimzahlen eine
weitgehend weniger komplexe und gut etablierte Methodik (Siebert et al., 2021).

In dieser Arbeit lag der Fokus im ersten Schritt der Protokolloptimierung fir die bakterielle
DNA-Extraktion aus Rohmilch bereits auf der Separation der Bakterienzellen aus der
Milchmatrix. Zur Konzentration der prokaryotischen Zellen wurde eine initiale Zentrifugation
gewadhlt, gefolgt von der spezifischen Reduktion der eukaryotischen Begleit-DNA (selektive

83



Diskussion

Lyse). Bereits Murphy et al. (2002) setzten in Versuchen zur Extraktion von genomischer DNA
aus Milch EDTA ein, welches als Chelatbildner fungierte und somit durch das Binden der
Kalzium lonen die Aufspaltung der Casein-Mizellen herbeifiihrte (Owen und Andrews, 1984).
Wahrend Murphy et al. (2002) das durch Zentrifugation abgetrennte Pellet behandelten, so
erwies sich unter den zwei getesteten EDTA-Varianten (RM/EDTA sowie Pellet/EDTA) in
dieser Arbeit die direkte Zugabe zur Rohmilch als effizientere Methode. So zeigte die
EDTA-behandelte Rohmilch signifikant niedrigere Ct-Werte, die mit einer hoheren DNA
Ausbeute assoziiert waren. Eine reduzierte Interferenz der Casein-Mizellen mit den Enzymen
Proteinase K und DNase | (Murphy et al., 2002) wéhrend der selektiven Abreicherung der
eukaryotischen Zellen und eine daraus resultierende wirkungsvollere PCR konnte eine
Erklarung dafir sein. Ob die EDTA-behandelte Rohmilch eine verbesserte Abtrennung der
Bakterienzellen bewirkte, die PCR-Effizienz steigerte oder die hthere DNA-Ausbeute ein
Resultat aus der Kombination beider Faktoren war, konnte nicht eindeutig bestimmt werden.
Durch die EDTA-Behandlung und den resultierenden Zerfall des Caseins, reduzierte sich
zusatzlich der Anteil des sedimentierten Milchproteins. Ein grofRer Vorteil davon war, dass
dadurch die Weiterverarbeitung des entstandenen, zahflussigen Pellets um ein Vielfaches
vereinfacht und sehr wahrscheinlich der Verlust von Zellmaterial vermindert wurde (Siebert et
al.,, 2021). Eine weitere Methode zur Behandlung der Rohmilch vor der eigentlichen,
bakteriellen Lyse war die selektive Lyse der somatischen Zellen zur Reduktion der Anteile an
eukaryotischer DNA am Gesamt-DNA Extrakt, der eine Mischung aus eukaryotischer und
bakterieller DNA darstellt. Insgesamt demonstrierte die Messung der DNA-Konzentration eine
Abnahme der Gesamt-DNA um ca. 90% nach Anwendung der selektiven Lyse. Ein
gleichzeitiger Anstieg des prozentualen Anteils der bakteriellen Ziel-DNA in der real-time PCR
konnte durch eine effizientere PCR infolge des Abbaus der eukaryotischen DNA bedingt
gewesen sein (Siebert et al., 2021). Insbesondere fir Rohmilchproben mit geringer bakterieller
Belastung ist eine erfolgreiche DNA-Extraktion die zentrale Grundlage fur den Erfolg der
anschlieBenden Amplifikation des 16S rRNA-Genabschnittes. Die Problematik von hohen
Ausfallraten in der Sequenzierung aufgrund fehlerhafter library-PCRs l&sst sich auch aus den
Ergebnissen  friheren  Studien schlussfolgern. Bei der Analyse verschiedener
Probenahmetechniken zur Mikrobiomanalyse von Rohmilch wendeten beispielsweise Metzger
et al. (2018) 40 Zyklen in der library-PCR an, jedoch verdeutlichte eine Ausfallrate von 60%,
55% bzw. 17% die verhaltnismalig hohe Wahrscheinlichkeit einer ineffizienten PCR.
Weiterhin postulierten Lima et al. (2018) ein Verlust von ca. 18% der zu untersuchenden

Rohmilchproben infolge misslungener PCR Reaktionen, welcher bei Proben mit geringer
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Keimzahl aus gesunden Herden im Vergleich zu jenen mit klinischer Mastitis verstarkt auftrat.
Ahnlich dazu wurde in Studien zur Sequenzierung von Muttermilch, die eine zu frischer
Kuhmilch vergleichbar geringe bakterielle Belastung von 2 — 6 log KbE/ml aufweist (Jost et
al., 2013; Cacho et al., 2017), Gber nicht ausreichende Mengen an Amplifikat nach der library-
PCR berichtet (Sakwinska et al., 2016; Schwab et al., 2019). Die Daten aus den untersuchten
Rohmilchproben in dieser Arbeit demonstrierten schlieflich das dringende Erfordernis der
Reduktion eukaryotischer DNA durch Enzym-basierte, selektive Abreicherung, um einen
verhaltnismaRig hoheren Anteil an Bakterien DNA zu erzielen bzw. um eine effiziente und

verl&ssliche library-PCR dieser Proben durchfuhren zu kénnen (Siebert et al., 2021).

Sowohl mit der Methodenoptimierung, als auch der deskriptiven Analyse deutscher Rohmilch
bestatigten die Mikrobiomdaten dieser Arbeit die Dominanz Gram-positiver Bakterien (Delbes
et al., 2007; Fricker et al., 2011; Lima et al., 2018). Folglich ist der Lyseschritt
ausschlaggebend, um die vorhandenen Keimgruppen der &uf3erst diversen Rohmilchmikrobiota
(z.B. Raats et al., 2011; Mallet et al., 2012; Kable et al., 2016; Li et al., 2018) so ad&dquat wie
mdoglich abzubilden. Mit der Verwendung kommerziell verfligbarer Extraktionskits erfolgte
eine vergleichende Analyse zwischen verschiedenen Rohmilchproben mit unterschiedlichen
Ausgangskeimzahlen. Nach Erstellung der library-PCR zeigte die mechanische (bead-beating)
gegeniiber der reinen enzymatischen Lyse eine deutliche Uberlegenheit in Hinblick auf die
Amplikon-Quantitét, die durch eine zusatzlich Aufreinigung per Séule signifikant erhéht war
(Siebert et al., 2021). Unter allen getesteten Extraktionsvarianten wurden die geringsten
DNA-Konzentrationen bei den Rohmilchproben mit niedriger initialer Keimzahl festgestellt.
Auch Quigley et al. (2012) testeten zuvor diverse methodische Herangehensweisen, um DNA
aus Rohmilch und Kase zu isolieren, wobei ein zusatzlicher Hitze- sowie Enzymschritt
(Lysozym, Mutanolysin und Proteinase K) fur den bakteriellen Aufschluss innerhalb des
PowerFood Kits zur signifikanten Erhéhung der DNA-Ausbeute fuhrte. Wéhrend bead-beating
fur die Erhdhung der DNA-Ausbeute unerlésslich ist, demonstrierte die vergleichende
Mikrobiomanalyse auch in dieser Arbeit das Erfordernis einer Enzym-basierten Lyse. Dies
betraf insbesondere die Gattungen Staphylococcus und Streptococcus, die als Kommensale der
Eutermikrobiota sehr hdaufig in Rohmilch vorkommen (Derakhshani et al., 2018a) und mit
vergleichsweise hoheren relativen Abundanzen auftraten, nachdem die DNA Isolation mit
kombinierter (Enzyme + bead-beating) Lyse erfolgte (Siebert et al., 2021). Aquivalent dazu
wurden durch den Verdau mit Mutanolysin in Kombination mit bead-beating zuvor bei der
DNA Isolation human-assoziierter Spezies ebenfalls hohere relative Anteile von

Staphylococcus und Streptococcus detektiert (Yuan et al., 2012). Weiterhin beobachteten
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Dahlberg et al. (2019) und Doyle et al. (2017a) eine Unterreprasentation von
Milchsaurebakterien bzw. Gram-positiven Taxa in Milchproben infolge einer fehlenden
enzymatischen Lyse. Ohne den Einsatz einer mechanischen Lyse hingegen, wurden
methodische Verzerrungen von Gram-positiven Keimen der beiden Phyla Actinobacteria und
Firmicutes festgestellt (Biesbroek et al., 2012; Lazarevic et al., 2013; Breitenwieser et al., 2020;
Siebert et al., 2021).

Mit der vergleichenden Evaluierung verschiedener Prinzipien zur Extraktion von bakterieller
DNA aus Rohmilch konnte schlielich gezeigt werden, dass die Methode das detektierte
mikrobielle Profil erheblich beeinflusst und somit die Mikrobiomanalyse verféalschen kann. Mit
dem Ziel fur eine erfolgreiche Sequenzierung ausreichend DNA-Mengen zu isolieren und
gleichzeitig die Effizienz in der library-PCR zu steigern, sind im Rahmen dieser Optimierung
zwei  Vorbehandlungsschritte  hervorgegangen: (i) Separation der Bakterienzellen:
EDTA-Behandlung der Rohmilch vor der initialen Zentrifugation; (ii) Reduktion der
eukaryotischen DNA: enzymatische, selektive Lyse per Proteinase K und DNase I. Um hoéhere
DNA-Ausbeuten zu bewirken aber auch um die Diversitidt von Rohmilchmikrobiota méglichst
breit, ausgeglichen und akkurat abzudecken, erwies sich die Kombination aus enzymatischer
Lyse (Lysozym, Mutanolysin und Proteinase K fir 0,5h) und mechanischem Verdau per
bead-beating (6 x 6.5 m/s, FastPrep-24™) unter Verwendung des PowerFood Kits bei den
untersuchten Rohmilchproben als geeignet (Siebert et al., 2021).

1.2 Zyklenzahl in der library-PCR zur Erstellung der Sequenzierbibliothek

Im Anschluss an die DNA-Extraktion ist die Vervielféltigung der Ziel-DNA zur Erstellung der
Sequenzierbibliothek ein unverzichtbarer Bestandteil der Amplikon-Sequenzierung. Die
Erhohung der Zyklen fir die Amplifikation des 16S rRNA-Gens im ersten Schritt der
Zwei-Stufen basierten library-PCR resultierte in einer deutlichen Verzerrung der analysierten
Biodiversitat sowie der Verteilung der relativen Anteile der einzelnen Taxa (Siebert et al.,
2021).

Die steigende Zyklenzahl im ersten PCR Schritt ging mit einer stetigen Abnahme der
alpha-Diversitat und einer signifikanten Reduktion mit >30 Zyklen einher, auf3erte sich in einer
verminderten Reproduzierbarkeit der technischen PCR-Replikate und zeigte eine Verschiebung
der detektierten Biodiversitatsmuster (Siebert et al., 2021). Die Verzerrung des mikrobiellen
Profils in der PCR konnte die Folge aus Unterschieden in der Amplifikationseffizienz der

Ziel-DNA taxonomischer Spezies, den variierenden Anteilen innerhalb einer artenreichen
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Mikrobiota oder Zusammenspiel dieser Faktoren sein (Polz und Cavanaugh, 1998; Gonzalez et
al., 2012; Gohl et al., 2016). So nahmen Gonzalez et al. (2012) an, dass mit der PCR einer
komplexen bakteriellen Gemeinschaft die Amplifikation hochfrequenter Spezies begunstigt
wird und parallel dazu eine Unterreprasentation weniger pravalenter Gattungen erfolgt (Siebert
et al., 2021). Es ist nicht unwahrscheinlich, dass dieser Effekt durch eine hohe Anzahl an
PCR-Zyklen potentiell verstarkt wird, der auch in den vorliegenden Mikrobiomanalysen
beobachtet wurde. Bei einem Vergleich der relativen Abundanzen der sequenzierten Gattungen
zeigte Pseudomonas in der untersuchten Rohmilchprobe eine Abnahme um ca. 10% durch die
Erhohung der Zyklenzahl von 15 auf 35 (Siebert et al., 2021). Mit Erhéhung der DNA
Konzentration und PCR-Zyklenzahl stellten Gohl et al. (2016) ebenso eine Abnahme der
Spezies Pseudomonas aeruginosa fest, ermittelte jedoch auch eine Zunahme der relativen
Abundanzen von Bacteroides vulgatus und konstant bleibende Anteile von Escherichia coli,
was insgesamt die speziesspezifischen Unterschiede deutlich macht. McGovern et al. (2018)
untersuchten die Verdnderung der relativen Zusammensetzung einer Mock Community
bestehend aus pansenassoziierten Spezies und beobachtete eine Zunahme des unspezifischen
Hintergrundes mit 28 Zyklen im Vergleich zu 20 Zyklen. Dadurch konnte die niedrigere
Zyklenzahl als ausreichend nachgewiesen werden, um die Spezies per Amplikon-
Sequenzierung zu detektieren und mdoglichst realistisch abzubilden. Daruber hinaus kénnen
Sequenzierfehler auftreten oder zur Bildung und chiméren Sequenzen kommen (Wang und
Wang, 1997; Sze und Schloss, 2019), was durch hohe Zyklenzahlen mit vielen
Amplifikationsrunden in der library-PCR tendenziell eher verstérkt sein konnte (Siebert et al.,
2021).

Die Herausforderung bei der Optimierung der library-PCR bestand darin, einerseits
ausreichende Amplikon-Mengen zu generieren, andererseits aber auch dem Verlust an
Biodiversitat und der PCR-Selektion einzelner Taxa bestmdglich vorzubeugen. Die Daten
zeigten, dass die Durchfiihrung von 20 Zyklen in der 1. PCR und 10 Zyklen in der 2. PCR eine
angemessene Option darstellt. SchlieBlich wurde weiterhin abgeleitet, dass das Poolen
paralleler PCRs ein effektiver Weg ist, um die DNA Ausbeute flir die Sequenzierung zu

erh6hen und die Variation durch den Amplifikationsprozess zu verringern (Siebert et al., 2021).

2. Die Mikrobiota von Rohmilch deutscher Erzeugerhofe

Komplexe bakterielle Gemeinschaften haben einen entscheidenden Einfluss auf die
mikrobiologische Qualitat und Hygiene von Rohmilch. In der Wertschépfungskette von Milch
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und Milchprodukten beginnt der Eintrag bakterieller Kontaminationen in der Primarproduktion
auf Ebene des Erzeugerhofes. Zur Mikrobiota von Rohmilch deutscher Erzeugerhofe gibt es
jedoch keine umfassende Studie. Daher wurde in diesem Teil der Arbeit zundchst der Status
quo der Rohmilchmikrobiota von Milchviehbetrieben in Nord- und Siddeutschland per
Amplikon-Sequenzierung erfasst. Basierend auf den erhobenen Mikrobiomdaten wurde
anschlielend analysiert, inwiefern hofseitige Faktoren die bakterielle Zusammensetzung der

Rohmilch determinieren.

2.1 Zusammensetzung der Rohmilchmikrobiota

Das detektierte Rohmilchmikrobiom, welches aus der Analyse von insgesamt 930
Rohmilchproben hervorging, zeigte eine aulRerordentlich breite und heterogene Biodiversitat.
Ein GroRteil der Taxa trat mit einer relativen Abundanz <1% nur in Spuren auf, was die
Beobachtungen vorausgegangener Studien zur Rohmilchmikrobiota untermauerte (Quigley et
al., 2013b; Kable et al., 2016; Li et al., 2018). Die Hauptfraktionen bildeten die vier Phyla
Frimicutes, Actinobacteria, Proteobacteria und Bacteroidetes, eine taxonomische
Zusammensetzung, die in der Vergangenheit bereits vielfach beschrieben wurde (Raats et al.,
2011; Gandacetal., 2016; Taponen et al., 2019; Breitenwieser et al., 2020). Demnach sind neben
den sehr spezifischen, studienabhangigen Analysen einzelner Taxa im Core-Mikrobiom in
Milch bestimmte Strukturen auf verschiedenen taxonomischen Ebenen immer wieder zu finden.
Dabei bilden die Gram-positiven Firmicutes in frisch ermolkener Milch das mit Abstand
pravalenteste Phylum. Ein wesentlicher Grund dafiir ist die Mikrobiota verschiedener Nischen
des Euters (Strichkanal, Zitze, Euter- und Zitzenhaut), die durch Vertreter dieses Taxons
dominiert wird (Derakhshani et al., 2018a; Fretin et al., 2018; Falardeau et al., 2019). Da zur
originaren Eutermikrobiota auch Corynebacterium spp. zahlen (Porcellato et al., 2020), war
deren Dominanz mit der hochsten relativen Abundanz nicht verwunderlich. In
vorangegangenen, kombinierten kulturabhangigen und —unabh&ngigen Untersuchungen von
frischer Hofmilch wurde auRerdem eine stabile Hintergrundmikrobiota aus vorwiegend
Gram-positiven Gattungen mit einem hohen G+C Gehalt wie beispielsweise Corynebacterium
sowie Taxa der Ordnung Lactobacillales nachgewiesen (Delbes et al., 2007; Fricker et al.,
2011). Die Milchsaurebakterien waren auch in dieser Arbeit stark vertreten, wobei unter den 6
detektierten Gattungen der MSB im Core-Mikrobiom Streptococcus insgesamt mit der
hochsten Abundanz und der groRten Streubreite das dominanteste Taxon der
Rohmilchmikrobiota darstellte. Friheren Berichten zufolge, wurden die Gattungen
Streptococcus, Enterococcus oder auch Lactococcus in roher Kuhmilch bereits mehrfach als
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abundanteste Milchséurebakterien nachgewiesen (Vacheyrou et al., 2011; Kable et al., 2016;
Skeie et al., 2019). Vergleichsweise hdchst pravalent waren auch die Staphylokokken, die in
der Literatur nicht nur als abundante Keimgruppe in boviner Rohmilch beschrieben, sondern
auch als vorherrschendes Taxon in humaner Muttermilch detektiert wurden (Heikkila und Saris,
2003; Jost et al., 2013). Wahrend in dieser Studie ca. 50% der OTUs den sechs Gattungen
Streptococcus, Corynebacterium, Romboutisa, Lactococcus, Staphylococcus und Pseudomonas
zugeordnet wurden, so machten gegensétzlich dazu bei Li et al. (2018) Bacillus, Acinetobacter,
Pseudomonas und Lactococcus mehr als die Halfte der detektierten 16S rRNA-Gensequenzen
aus. Darlber hinaus definierten Li et al. (2018) interessanterweise ein minimales
Core-Mikrobiom bestehend aus nur zwei Gram-negativen Gattungen: Pseudomonas und
Acinetobacter. Obwohl Pseudomonas zu den 6 abundantesten Keimgruppen des
Gesamtmikrobioms zéhlte, so wurde dennoch in dieser Arbeit, gegensétzlich zu den Daten von
Li et al. (2018), eine insgesamt niedrige, relative mediane Abundanz und ein Ausbleiben dieses
Taxons im Core-Mikrobiom ermittelt. Kritische Faktoren sind die Lagerdauer der Rohmilch im
Hoftank vom Melken bis zur Probenahme sowie die Zeitspanne bis zur Bearbeitung der Proben,
da eine langerfristige Kihllagerung von Rohmilch zu einer Verschiebung der Mikrobiota und
einer hoheren Abundanz der Gram-negativen Taxa fuhren kann (Rasolofo et al., 2010; Fricker
etal., 2011). Da Li et al. (2018) daruber keine Angabe machten, kdnnte das eine der Ursachen
flr die beobachtete Diskrepanz sein. Obgleich Pseudomonas in der untersuchten Rohmilch
nicht im Core-Mikrobiom vertreten war, so verdeutlichte deren, zu den Gram-positiven Keimen
analoge, breite Streuung die hohe Variabilitat, was mit den Ergebnissen von Kable et al. (2016)
ubereinstimmte. SchlielRlich geht diese Beobachtungen mit hohen Schwankungen der
mikrobiologischen Rohstoffqualitat einher was aufgrund des spateren enzymatischen
Produktverderbs (von Neubeck et al., 2015; Stoeckel et al., 2016) von enormer wirtschaftlicher

Bedeutung flr milchverarbeitende Unternehmen ist.

Obwohl die sequenzierten Rohmilchproben von Hdéfen aus den unterschiedlichsten Regionen
Deutschlands stammten und diversen Produktions- und Haltungsbedingungen unterlagen, so
konnte dennoch ein Core-Mikrobiom mit 15 Gattungen in 95-99% der Proben definiert werden.
Die pravalentesten Taxa des Core-Mikrobioms von Rohmilch aus deutschen Hofen umfassten
3 Phyla und 11 Familien mit insgesamt 15 verschiedenen Gattungen. Bei der Untersuchung von
knapp 900 Anlieferungsmilchproben im Rahmen einer amerikanischen Studie definierten
Kable et al. (2016) ein Core-Mikrobiom bestehend aus 29 Taxa auf Gattungsebene. Nur etwa
50% dieser Kklassifizierten Familien wurden im Core-Mikrobiom der vorliegenden

Mikrobiomdaten wiedergefunden. Ein entscheidender Parameter zum Vergleich von
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Rohmilchmikrobiom Daten verschiedener Studien ist die Auswahl der OTUs und damit der
Umfang und die Tiefe der analysierten Biodiversitat. Wéhrend der Wert zur OTU-Selektion in
der vorliegenden Arbeit auf 0,25% gesetzt wurde, so lag dieser in der Analyse durch Kable et
al. (2016) bei 0,005% und hoéchstwahrscheinlich die bei Weitem grolere, detektierte Vielfalt
begrundet. Naturlich kénnen dartiber hinaus methodisch bedingte Unterschiede wie z.B. die
DNA-Extraktion, die Auswahl der V-Regionen des 16S rRNA-Gens fir die Sequenzierung
oder auch die Datenanalyse einen massiven Einfluss auf Resultate der Mikrobiomanalyse haben
(Abellan-Schneyder et al., 2021; Siebert et al., 2021). Somit ist ein detaillierter Vergleich der
Rohmilchmikrobiota zwischen verschiedenen Studien prinzipiell erschwert und muss

berticksichtigt werden.

SchlieBlich bestatigt das detektierte deutsche Rohmilchmikrobiom eine ausgesprochen breite
Biodiversitat. Die Aufschlisselung der Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaften
zeigte starke Unterschiede zwischen der Mikrobiota von Milchproben die eindeutig von einer
Gattung dominiert wurden und anderen mit einem ausgewogeneren Profil. Dies verdeutlichte
erhebliche Schwankungen in der mikrobiologischen Qualitdt frischer Rohmilch, die
mafgeblich durch den mikrobiellen Transfer von der Melkumgebung in die Milch bestimmt

wird.

2.2 Einfluss hofseitiger Faktoren auf Indikatorkeime der Rohmilchhygiene

Um die determinierenden Faktoren fiir die Zusammensetzung der Rohmilchmikrobiota zu
bestimmen, wurden potentielle Einflussfaktoren aus dem Umfeld der Milcherzeugung
untersucht. Im Fokus stand zum einen der Nord-/Sud-Vergleich sowie der Effekt von
Produktionsart, Tierhaltung, Melksystem und Kihlung/Lagerung auf die sequenzierte
Biodiversitat sowie die relative Abundanz von Taxa, die mit dem Milchverderb assoziiert sind

und relevante Keime der Melk- und Anlagenhygiene darstellen.

Nach der Einteilung des gesamtdeutschen Datensatzes in kleinere Regionen wurden keine
eindeutigen Unterschiede in der mikrobiellen Komposition zwischen Rohmilch aus nord- und
suddeutschland festgestellt, die rein aus der geographischen Lage resultierten. Dies ist in
Ubereinstimmung mit Literaturdaten von Fricker et al. (2011), die sowohl Hof- als, auch
Molkereimilch aus Deutschland und Norwegen untersuchten und keine Gruppierung der
Proben aufgrund ihrer Herkunft ableiten konnten. Trotz des Vorhandenseins eines
Core-Mikrobioms erschien die taxonomische Diversitat dennoch sehr dynamisch. Unterschiede

in der Balance der Gattungen Streptococcus und Pseudomonas, welche die grof3te Varianz im
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Datensatz auf sich vereinten, demonstrierten vielmehr regionale und damit auch
molkereispezifische Unterschiede. Die Mikrobiota innerhalb eines Hofes und damit einer Herde
erschien bei Mikrobiomanalysen in der Vergangenheit weitestgehend konstant und unterliegt
Veranderungen z.B. durch die Dysbiose der Eutermikrobiota aufgrund einer Mastitis-Infektion
in der Herde (Albonico et al., 2020; Porcellato et al., 2021). Gegensatzlich zu den Ergebnissen
dieser Studie postulierten Skeie et al. (2019) zwar geographische Unterschiede, jedoch basierte
die Hypothese auf der Analyse von 45 Erzeugerhtfen aus zwei verschiedenen Molkereien. Im
Vergleich dazu umfasste der Datensatz der erhobenen Mikrobiomdaten in der vorliegenden
Arbeit Rohmilchproben von 313 verschiedenen Milchviehbetrieben, die deutschlandweit an
insgesamt 14 Molkereien geliefert wurden. Dies veranschaulicht die Vielschichtigkeit und
uberaus hohe Komplexitat dieser Daten, die sich aus der Summe aller beeinflussender Faktoren
auf verschiedenen Ebenen der Milcherzeugung ergab. Um hofseitige Einflussfaktoren zu
charakterisieren und die Uberlagerung verschiedener Faktoren im Datensatz zu reduzieren,
wurde dieser im Folgenden aufgespalten. SchlieRlich wurden hofseitige Faktoren der Haltungs-
und Produktionsbedingungen untersucht, die eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den

diversen Erzeugerhofen ermdglichten.

2.2.1  Produktionsart und Tierhaltung als Einflussfaktoren

Das System der 6kologischen Milcherzeugung und der Konsum daraus resultierender
Milchprodukte gewann in den letzten Jahren zunehmend an Popularitat. In diesem
Zusammenhang ist die Tierhaltung ein wichtiger Aspekt im Vergleich zwischen dem
konventionellen und 6kologischen Hofmanagement. Somit wurden neben der Produktionsart
die drei hdaufigsten Haltungsformen Laufstall, Laufstall+Weide und Anbindehaltung
verglichen. Analysiert wurden Assoziationen zwischen diesen Faktoren und deren

Auswirkungen auf die bakteriellen Gemeinschaften der Rohmilchmikrobiota.

Obwohl damit die mikrobielle Zusammensetzung weitgehend unbekannt bleibt, ist die
bakterielle Gesamtkeimzahl von Anlieferungsmilch einer der wichtigsten Qualitatsindikatoren,
der direkt mit dem Milchpreis korreliert. Bei der Detektion der absoluten Zellzahl per
Durchflusszytometrie (IBC/ml) wurden auch die anaeroben und nicht kultivierbaren Keime
gemessen, weshalb die Werte in dieser Arbeit deutlich Uber dem giltigen Grenzwert der
aeroben, mesophilen Keimzahl fiir deutsche Anlieferungsmilch von <5 log KbE/ml (EU-
Verordnung, 2004) lagen. Ein Unterschied von vier log-Stufen zwischen minimaler und
maximaler  Zellzahl demonstrierte immense Unterschiede in der bakteriellen

Rohmilchzusammensetzung und deckte sich mit der Beobachtung zu der taxonomischen
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Diversitét, die mit Zunahme der Keimzahl abnahm. Eine vergleichbare Heterogenitét in der
absoluten Zellzahl wurde in einer norwegischen Studie gezeigt (Porcellato et al., 2021).
Daneben wurde dies in einer Vielzahl weiterer Analysen beobachtet, die sich zwar auf die
gangige aerobe, mesophile GKZ bezogen aber dennoch die Variabilitit in der
mikrobiologischen Rohmilchqualitét sichtbar machten (Fricker et al., 2011; Mallet et al., 2012;
Skeie et al., 2019). Eine hochsignifikant reduzierte Keimzahl, die gleichzeitig mit einer ebenso
signifikanten breiteren alpha-Diversitat einherging, duBerte sich einerseits bei dkologischer
Rohmilch und andererseits bei Rohmilch aus Weidehaltung gegeniiber jenen aus Laufstall oder
Anbindehaltung. Die Haltungsumgebung als primarer Einflussfaktor auf die Zusammensetzung
der Rohmilchmikrobiota und eine Erhdhung der alpha-Diversitat durch Weidehaltung wurde
bereits in friiheren Untersuchungen publiziert (Doyle et al., 2017a; Carafa et al., 2020). Bei
Analysen von Doyle et al. (2017a) resultierte die Freilandhaltung in einer Erhéhung der
Biodiversitat des Eutermikrobioms, wohingegen, jedoch ohne vorherige Euterreinigung, eine
Erhohung der bakteriellen GKZ bei Rohmilch aus Stallhaltung detektiert wurde. Bei dem
Melkprozess stellt die Zitzen- und Euterhaut erwiesenermallen die erste Hauptquelle
bakterieller Kontaminationen von Rohmilch dar (Rainard, 2017; Derakhshani et al., 2018a).
Durch die Grunflachen der Weidehaltung sind Kihe im Vergleich zur Stallhaltung einer
groReren Vielfalt an verschiedenen Habitaten mit einer zweifelsohne héheren Biodiversitét
ausgesetzt. Demzufolge ist die Transmission einer dadurch bedingten diverseren
Eutermikrobiota in die Rohmilch durchaus eine Erklarung fir die Diskrepanz in der
Biodiversitat. Insgesamt lagen Gram-positive Gattungen wie Lactococcus, Streptococcus und
Staphylococcus sowie Pseudomonas als dominantestes Gram-negatives Taxon in den
Laufstallproben weitaus abundanter vor. Aquivalent dazu war die Beobachtung von Carafa et
al. (2020), bei der eine Dominanz von Staphylococcus und Pseudomonas als Folge des
permanenten Stallaufenthalt erklart wurde, nachdem diese in friheren Studien zu den
abundanten Gattungen zahlten, die aus Staubproben von Milchviehbetrieben isoliert und in
Aerosolen detektiert wurden (Dungan, 2012; Pfister et al., 2017). Neben einem Trend zu
hoheren bakteriellen Zellzahlen, resultierte eine durchgehende Anbindehaltung in einem
hoheren relativen Anteil von Corynebacterium sowie Taxa die typischerweise mit dem Rumen
der Kuh (Lachnospiraceae), dem Gastrointestinaltrakt (Turicibacter) oder Silage als
Futtermittel (Clostridium XI) assoziiert sind. Die detektierten Vertreter der Enterobacteriaceae
hingegen waren zwar durch geringe relative Abundanzen in der Gesamtheit eher unbedeutend,
zeigten jedoch im Schnitt den hochsten Anteil in Rohmilch aus Anbindehaltung. Die

signifikante Erhohung von Corynebacterium in Rohmilch aus Anbindehaltung und die parallel
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dazu gespiegelte Reduktion von Staphylococcus konnte das Resultat einer negativen
Korrelation dieser Gattungen sein (Porcellato et al., 2020). Verstéarkte Fakalkontamination bei
Anbindehaltung hingegen ist sehr wahrscheinlich auf die fehlende rdumliche Trennung in die
Funktionsbereiche Fressen, Liegen und Melken zurtickzufiihren. Konsistent mit den
detektierten Keimzahlen ist das Resultat einer Studie von Vacheyrou et al. (2011), bei der aus
Anbindehaltung eine generell verstdrkte Kontamination der Milch hervorging.
Erstaunlicherweise zeigten die Indikatorkeime fir fakale Melkverunreinigungen in Rohmilch
aus reiner Laufstallhaltung die niedrigsten Abundanzen. Ein mdéglicher Grund fir hohere
Anteile dieser Keime aus Weidehaltung und 6kologischer Erzeugung konnten die kumulativen,
relativen Anteile als Resultat der Sequenzierung sein. Mit einem sequenzierten Maximum von
100% pro Probe bedingen hohe Abundanzen einzelner Taxa zwangsweise die Reduktion
weniger abundanter Taxa. Die insgesamt ausgewogenere Verteilung der Biodiversitat mit
weniger starken Ausreifern (O und LW), koénnte im Umkehrschluss zu hoheren Anteilen
einzelner Taxa am Gesamtmikrobiom geflhrt haben. Eine signifikant hthere Transmission von
bodentypischen Bakteriengattungen wie Rhizobium oder Stenotophomonas erfolgte hingegen
entsprechend den Daten aus Doyle et al. (2017a) durch Freilandhaltung. Unterschiede, welche
den signifikanten Effekt zwischen 6kologischer und konventioneller Erzeugung ausmachten
sind sehr wahrscheinlich auch in den weniger abundanten Taxa (<0,5%) zu finden, deren Anteil

bei 6kologisch produzierter Milch um ca. 4% hoher war.

SchlieBlich kann ein Zusammenhang zwischen Biodiversitat und ékologischer Produktion bzw.
Weidehaltung abgeleitet werden. Allerdings stammten ca. ein Drittel der konventionellen
Proben ebenso aus Weidehaltung, was vermuten lasst, dass sehr wahrscheinlich eine Vielzahl
weiterer extrinsischer aber auch intrinsischer Faktoren, die im Rahmen dieser Studie nicht
erfasst werden konnten, zu den detektierten Unterschieden in der Erzeugung beitrugen.
Darunter beispielsweise die Tatsache, dass Eigenschaften der Milch und insbesondere der
Milchfettanteil indirekt zur Variation der mikrobiellen Zusammensetzung von Rohmilch
beitragen (Albonico et al.,, 2020; Gomes et al., 2020). Ob dies mit der Haltungsform
zusammenhéngt, konnte demnach in dieser Studie nicht untersucht werden. Andere Autoren
stellten fest, dass die Gabe von Kraftfutter und Interventionen mit Antibiotika in
konventionellen Betrieben die rumen- und darmassoziierte Biodiversitat negativ beeinflussten
(Thomas et al., 2017; Zhang et al., 2017), was sich folglich auch in den Kontaminationskeimen
widerspiegeln konnte. Allerdings wiesen Gomes et al. (2020) bei einem Vergleich der beiden
Landwirtschaftssysteme lediglich eine signifikant hohere Biodiversitat im Fézes der Kuh aus

6kologischer Haltung nach, nicht aber bei der entsprechenden Rohmilch. Gegensétzlich dazu,
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kann anhand der Ergebnisse aus dieser Studie angenommen werden, dass die bakterielle
Keimzahl, die Biodiversitat und die relativen Abundanzen einzelner Taxa durch Produktionsart
(6kologisch vs. konventionell) modifiziert werden und ein Zusammenhang mit der

Tierhaltungsform besteht.

2.2.2  Melksystem und der Kihlung als Einflussfaktoren

Der Melkvorgang ist ein komplexes Geschehen, der aus hygienischer Sicht zum Ziel hat, die
Einflussfaktoren mdglichst gering zu halten, um mikrobielle Kontaminationen zu vermeiden
und die Eutergesundheit nicht zu gefahrden. Die mikrobiellen Reservoire des Strichkanals, der
Zitze und der Euterhaut stehen beim Melkvorgang im direkten Kontakt mit der Rohmilch und
sind demnach maRgeblich an der bakteriellen Zusammensetzung der Rohmilchmikrobiota
beteiligt (Derakhshani et al., 2018a; Fretin et al., 2018). Folglich ist neben der Umfeldhygiene
vor allem die Melkhygiene ein entscheidender Faktor, um das Ubertragungsrisiko von Keimen
in die Rohmilch zu reduzieren. Deshalb wurden die bakteriellen Keimzahlen sowie die
Biodiversitat der drei gangigen Melksystemen in Deutschland verglichen: automatisches
Melksystem (AMS), Melkstand (MS) und Rohrmelkanlage (R).

Unter den beiden Hauptmelksystemen zeigte Rohmilch von Hofen mit AMS gegeniiber des MS
signifikant hohere absolute Gesamtkeimzahlen. Gleichzeitig wurde eine minimale Erh6hung
der durchschnittlichen somatischen Zellzahl detektiert, bei der jedoch nur einzelne Hofe nicht
dem zuldssigen Grenzwert der gesetzlichen Regularien mit <400.000 somatischen Zellen/ml
(EU-Verordnung, 2004) entsprachen. Ein Trend zu leicht erhohten bakteriellen Zellzahlen unter
Einsatz eines Melkroboters (Klungel et al., 2000; de Koning et al., 2003; Skeie et al., 2019) ist
hochstwahrscheinlich  primdr auf Probleme im automatisierten Reinigungsprozess
zurlckzufuhren. Es bedeutet, dass keine Anpassung an die Anforderung des
Verschmutzungsgrades des Euters erfolgt und eine visuelle Begutachtung des Euters vor dem
Melkverfahren ausbleibt (Jacobs und Siegford, 2012; Hogenboom et al., 2019). Da bei einem
AMS die Kihe nicht an feste Melkzeiten gebunden sind, kann ein anderer Grund der
kontinuierliche Zufluss von warmer Milch in den Lagertank sein, was in der Kombination von
mehreren Faktoren die bakterielle Proliferation beglinstigen kann (Hogenboom et al., 2019). Im
Mikrobiom erzielte die Familie der Streptococcaceae die hdchste Varianz innerhalb der
betrachteten Rohmilchproben. Hochste Abundanzen erreichten die Gattungen Lactococcus und
Streptococcus, was aufgrund von Beobachtungen in friiheren Studien nicht Uberraschend war
(Quigley et al., 2013a; Derakhshani et al., 2018a; Fretin et al., 2018). Quantitativ von

Bedeutung war dabei die Gattung Streptococcus bei den AMS-Proben, die mit dem signifikant
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hdchsten Median von 13% und einem relativen Anteil von insgesamt >20% mit Abstand die
groRte Fraktion ausmachte. Als Teil der Core-Mikrobiota wurde Streptococcus spp. in nahezu
jeder Probe detektiert und zeigte mit 44 verschiedenen OTUs eine breite gattungsinterne
Artenvielfalt. Dies konnte die Folge verschiedenster Kontaminationsquellen im Umfeld der
Milchgewinnung sein, was zu einer immensen Komplexitat der mikrobiellen Gemeinschaften
fihrt (Skeie et al., 2019). Nach der Hypothese von Skeie et al. (2019) erweitert die individuelle
Mikrobiota eines jeden Individuums innerhalb einer Herde die Vielfalt der detektierten OTUs.
Andere Autoren berichteten, dass die Mikrobiota des Kuheuters erheblich variierte, unabhéngig
von dessen Entziindungsstatus (Kuehn et al., 2013; Oikonomou et al., 2014; Derakhshani et al.,
2018b). Daraus kann ein moglicher kausaler Zusammenhang zwischen der Zunahme des
Tierbestandes und der Erhohung der intraspezifischen Diversitat abgeleitet werden, wodurch
auch hohere Anteile einzelner Taxa resultieren konnten. Zwei Drittel der AMS-Proben dieser
Arbeit stammte von grof3en Erzeugerhdfen mit einer Liefermenge >500.000 Liter/Jahr, weshalb
das automatische Melksystem durchaus mit einem grof3eren Tierbestand assoziiert werden kann
und die Uberschneidung der signifikant hoheren relativen Anteile von Streptococcus spp.

begrindet.

Das Taxon Streptococcus enthdlt kommensale aber auch pathogene Spezies, die verschiedene
Nischen im Produktionsumfeld der Molkerei und hauptsachlich auf dem Kuheuter besiedeln
(Facklam, 2002; TRBA 466, 2015; Derakhshani et al., 2018a). Signifikante Unterschiede
zwischen den AMS Proben im Vergleich zu den beiden anderen Melksystemen ergaben sich
bei einer detaillierteren Analyse der OTUs. Die Sequenzen der abundantesten OTUs wurden
der Art S. thermophilus/salivaris/vestibularis zugeordnet. S. thermophilus ist ein klassischer
Kulturkeim der Milchindustrie (Quigley et al., 2013b), welcher in der Vergangenheit immer
wieder aus Rohmilch isoliert wurde (Delbes et al., 2007; Giannino et al., 2009; Raats et al.,
2011). Da aus der Sequenzierung der V3+V4 Region eine verwertbare Sequenzlange von nur
445 Bp resultierte, konnte lediglich ein Bruchteil der ca. 1.500Bp langen
16S rRNA-Gensequenz (Janda und Abbott, 2007) abgeglichen werden. Demnach erfolgte zwar
keine valide Klassifizierung, jedoch konnte eine Tendenz gefolgert werden. Der technische
Erfolg der Euterhygiene ist eine der gréfiten Herausforderungen im AMS (Jacobs und Siegford,
2012; Hogenboom et al., 2019) und ist mdglicherweise ein bedeutender Aspekt, der den
insgesamt hoheren Eintrag von Streptococcus Spezies in die Rohmilch begunstigte. So
beobachteten z.B. Jago et al. (2006) bei 130 Reinigungsperioden im AMS einen Misserfolg von
>30%. Auch in anderen Studien zur Charakterisierung des Milchmikrobioms brachte

S. thermophilus die hochsten relativen Abundanzen hervor, die sich jedoch in Abhéngigkeit der
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Rinderrasse stark unterschieden (Cremonesi et al., 2018; Curone et al., 2018). Demzufolge ist
die Rasse der Milchviehherde ein weiterer potentieller Einflussfaktor auf die Verteilung der
Streptococcus Spezies, der im Rahmen dieser Arbeit nicht erhoben wurde.

Durch die Kategorisierung der Rohmilchproben nach HofgréfRe hingegen wurden die
Abundanzen der OTUs beeinflusst, deren Sequenzen beim Datenbankabgleich mit zwei
umwelt- und kuhassoziierten Mastitiserregern S. porcinus/uberis und S. dysgalactiae
ubereinstimmten. Bakterielle Kreuzkontaminationen tber das Melkgeschirr sowohl bei dem
automatisierten Melksystem (Hogenboom et al., 2019), als auch bei dem konventionellen
Melkstand sind dabei denkbar. Bei Anbindehaltung mit Rohrmelkanalge, vorwiegend in
kleinen Betrieben, konnen die Tiere keinem Sozial- und Komfortverhalten nachgehen und
besitzen einen festen Melkplatz. Dadurch ist die Wahrscheinlichkeit der direkten Ubertragung
vermindert, was bei den Proben dieser Arbeit jedoch mit entsprechend héheren Anteilen von
rumen- und fazesassoziierten Keimen einherging. Obwohl S. uberis als potentiell pathogener
Keim auch schon mit einer hohen Prdvalenz in nicht infizierten Herden gefunden wurde
(Oikonomou et al., 2014), so lassen die Ergebnisse vermuten, dass mit zunehmender
HerdengroRe und die dadurch bedingten, charakteristischen hofseitigen Bedingungen, nicht nur
die Préavalenz der origindren Euterkeime zunimmt sondern auch die Dynamik, die
Wahrscheinlichkeit der Verbreitung und der Invasionsdruck von Mastitiserregern in einer

Herde steigt.

Wahrend die Art des Melksystems keine Unterschiede in der Pravalenz der Gram-negativen
Gattungen Pseudomonas und Acinetobacter als abundanteste Vertreter der Proteobacteria
hervorbrachte, so erhohte die Anwendung eines Durchlaufkiihlers im Vergleich zur
Tankkihlung deren Abundanz signifikant. Um schneller die Lagertemperaturen von Rohmilch
zu erreichen, erfolgt die Vorkihlung mithilfe eines Plattenwarmetauschers, der durch eine
grolRe Oberflache Ablagerungen aus dem Milchstrom beglnstigt. Psychrotolerante Vertreter
beider Gattungen wurden bereits aus Biofilmen von Melkmaschinen oder dem Molkereiumfeld
isoliert und sind grundsatzlich in der Lage Stahloberflachen zu kolonisieren (Teh et al., 2012;
Weber et al., 2019). Durch erschwerte Reinigungsbedingungen einer vielschichtigen
Plattenkonstruktion ist die Bildung von Fouling-Schichten vorstellbar. Obwohl EImoslemany
et al. (2010) lediglich eine positive Assoziation zwischen Plattenkihler und der
Labor-Pasteurisierungszahl fanden, so ist das ein Hinweis auf mogliche Schwaéchen dieses
Kuhlungsprinzips und konnte die insgesamt hoheren Keimzahlen in dieser Studie erklaren. Da
81% der untersuchten Rohmilchproben von Héfen mit Durchlaufkihler aus grof3en Betrieben

(Liefermenge von >500.000 Liter/Jahr) stammten, sind die signifikant hoheren prozentualen
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Anteile von Staphylococcus und Streptococcus sehr wahrscheinlich auf die Summe der
charakteristischen Einflussfaktoren zurtickzufuhren, die zu Auffélligkeiten bei groen Hofen
fihren. Dies bezieht sich auch auf die Milcherfassung durch die Molkereien, bei dem durch
eine zweitdgige gegenuber einer eintdgigen Abholung eine signifikante Erhéhung der
Streptokokken beobachtet wurde. Dagegen war zu erwarten, dass die relativen Anteile einzelner
psychrotoleranter Taxa durch eine verstarkte Proliferation infolge einer langeren Kuhllagerung
zunimmt (Rasolofo et al., 2010; Fricker et al., 2011). Entgegen der Annahme, dass eine
frihestmdgliche Kihlung die taxonomische Diversitat reduziert, zeigte sich bei der
Untersuchung der Rohmilch von deutschen Erzeugerhdfen in dieser Studie die
zwischengeschaltete  Durchlaufkiihlung als mdgliches Reservoir fur den Eintrag

psychrotoleranter Taxa.

3. Neubeschreibung bakterieller Taxa

Zur validen Abgrenzung neuer bakterieller Taxa bedarf es der Analyse genomischer,
phéanotypischer sowie chemotaxonomischer Charakteristika, woraus eine eindeutige Kohérenz
der unbekannten Isolate hervorgeht, die eine Abgrenzung von den n&chsten verwandten, bereits
publizierten Taxa begriindet. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde sowohl eine neue
Gattung (Siebert et al., 2020), als auch eine neue Spezies beschrieben. Die bis dato unbekannten
Isolate wurden in einer vorangegangen kulturabhangigen Studie aus Rohmilch-Tankproben

isoliert.

3.1 Beschreibung der neuen Gattung Fundicoccus ignavus gen. nov., sp. nov.

Zu Beginn der Neubeschreibung der isolierten Stamme WS49377, WS4759 und WS5303
erfolgte die phylogenetische Klassifizierung auf Basis der fast vollstandigen Sequenz des
16S rRNA-Gens, die bis heute aufgrund der evolutiondr hoch konservierten Regionen ein
fundamentales Element der prokaryotischen Taxonomie darstellt (Ludwig und Klenk, 2001;
Tindall et al., 2010). Wahrend die Einzelgenanalyse die Zugehorigkeit der drei Stdamme zu einer
Spezies nachwies, so lag die hochste Sequenzidentitat von WS49377 zu den am néachsten
verwandten Typspezies E.coleocola und F.hominis bei <94%, wodurch der
Gattungsgrenzwert um mehr als 1% unterschritten wurde (Siebert et al., 2020). Detaillierte
Angaben zur Gattungsdemarkation erfolgten durch eine Gruppe um Yarza et al. (2008), die im
Zuge des umfassenden Projektes The All-Species Living Tree fir die Gattungsabgrenzung einen
Wert von 94,9% + 0,4 definierte (Yarza et al., 2008). Diese Analyse basierte auf knapp 7000
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gepruften, hochqualitativen 16S rDNA-Typstammsequenzen, welche die Rekonstruktion der
prokaryotischen, phylogenetischen Beziehungen ermdoglichte. Yarza et al. (2008)
untermauerten somit den zuvor postulierten Grenzwert von 95,0% (Ludwig et al., 1998) der
weiterhin als géngiger minimaler Identitatswert zur Gattungsabgrenzung in der Literatur
beschrieben wird (Tindall et al., 2010; Kim et al., 2014). Die Sequenzidentitat lag aber auch
uber 87,5% + 1,3 (YYarza et al., 2008) und somit weit oberhalb der Familiengrenze. Wéhrend
die Auflésungskraft der 16S rRNA als valider phylogenetischer Marker zur Speziesabgrenzung
in der Literatur diskutiert wird, fihren Grenzwerte insbesondere fiir niedrigere taxonomische
Ebenen zu einer zuverlassigen taxonomischen Einordnung (Rossell6-Mora und Amann, 2001;
Yarza et al., 2008). Da Grenzwerte notwendig aber nicht ausreichend fir die Klassifizierung
neuer Taxa sind (Tindall et al., 2010), erfolgte eine phylogenetische Analyse mithilfe eines
Maximum-Likelihood-Baumes. Die drei Stdmme prasentierten sich mit einer maximalen
Bootstrap Unterstiitzung von 100% ganz klar als robustes Monophylum, auch hier mit
E. coleocola und F. hominis als néchste verwandte Typspezies (Siebert et al., 2020). Mit der
Zunahme offentlich zugéanglicher Typstamm- und Typspeziessequenzen gewinnt das Genom
aufgrund der hohen Auflésungskraft fr die prokaryotische Taxonomie an Bedeutung und riickt
immer mehr ins Zentrum von Neubeschreibungen (Whitman, 2015). Demzufolge waren auch
alle Typspeziesgenome der Aerococcaceae auf NCBI (Federhen, 2012) verfligbar, was die
geforderte phylogenomische Einordnung ermdglichte (Chun et al., 2018). Analog zu der
phylogenetischen Position, untermauerte die Topologie des UBCG-Baumes unter Einbezug
von 92 housekeeping Genen die deutliche evolutiondre Abgrenzung von
F. ignavus gen. nov., sp. nov. als monophyletische Linie und damit die Gattungsdemarkation
(Siebert et al., 2020). Gegenséatzlich zur ML-Topologie ging aus der phylogenomischen
Analyse G. sanguinis als ndchste verwandte Typezies hervor. Prokaryoten, die auf Ebene des
16S rRNA-Gens einen hohen evolutiondren Verwandtschaftsgrad besitzen, koénnen auf
Genomebene mit einer insgesamt tieferen Auflosung der evolutiondren Prozesse durchaus
starker divergieren und die beobachteten Unterschiede erklaren (Ludwig und Klenk, 2001;
Whitman, 2015). Daneben erfolgte mithilfe der offentlichen Datenbank KEGG aus den
annotierten Proteinen des Typstammgenoms WS4937T die Rekonstruktion der Signalwege des
Aminosdurekatabolismus, wodurch der zugrundeliegende Phénotyp groRtenteils bestatigt
wurde. Schliel3lich er6ffnet die Genomsequenz neue Maoglichkeiten zur tiefgrindigen Analyse
biologischer Prozesse (Whitman, 2015) und zur Vorhersage von Biosynthesewegen, wodurch
zunehmend die phéanotypischen Daten unterstutzt bzw. ersetzt werden (Kim et al., 2020;
Kulichevskaya et al., 2020; Zhang et al., 2020).
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Die paraphyletische Aufspaltung der Aerococcaceae, die nach phylogenetischer und
phylogenomischer Rekonstruktion mit der neuen Gattung weiterhin bestehen bleibt, spiegelt
sich auch in der Morphologie der kokkoiden Zellen wider. Wahrend die Gattung Aerococcus
zur Teilung in zwei Ebenen befahigt ist und Tetraden bildet, erscheinen die Gen. nov., sp. nov.
Stamme sowie alle weiteren Tyspezies der Familie mikroskopisch als Einzelzellen,
Diplokokken, in kurzen Ketten oder in Gruppen (Williams et al., 1953; Lawson, 2014b; Siebert
etal., 2020). Die Aufdeckung phanotypischer Eigenschaften ist fiir die Abgrenzung einer neuen
Art unverzichtbar und in Minimalstandards gefordert (Rossell6-Mora und Amann, 2001;
Mattarelli et al., 2014), wohingegen die Auflosungskraft bei h6heren taxonomischen Ebenen
nachlasst und weniger bedeutend ist. Bei der Beschreibung des Phanotyps wurde fiir alle drei
neuen Stamme kein Wachstum bei 10 °C und 45 °C und kein Umsatz der 47 getesteten
Kohlenhydrate unter Saurebildung beobachtet (Siebert et al., 2020). Diese Eigenschaften sind
zwar ein variables aber dennoch weit verbreitetes Charakteristikum innerhalb der
Aerococcaceae, welches auch bei den evolutionér nahe Verwandten E. colecola und F. hominis
beobachtet wurde (Ludwig et al., 2009; Lawson, 2014b). Da die phanotypischen Daten der
Typspezies der Aerococcaceae hoch variabel sind, zeigten sich Differenzen in diversen
Enzymaktivitaten immer zu mindestens einem der nachst verwandten Typstdamme. SchlieBlich
untermauerten die phénotypischen Daten einerseits die taxonomische Spezifitdt und die
phylogenetische Einordnung als neue Gattung in die Aerococcaceae und ermdglichten
andererseits dennoch die Abgrenzung von den am néchsten verwandten Typspezies (Siebert et
al., 2020).

Die Einfuhrung chemotaxonomischer Analysen war einer der wesentlichen Meilensteine in der
prokaryotischen Taxonomie und ist ein essentieller Bestandteil zur Abgrenzung neuer Taxa
innerhalb der Familie Aerococcaceae (Rossell6-Mora und Amann, 2001; Mattarelli et al.,
2014). Die Analyse des Mureintyps von WS4937T (Al L-Lys-direct) ermdglichte hierbei die
Abgrenzung zu der am néchsten verwandten Gattung Facklamia, die mit der Mureinstruktur
Ada ein Alleinstellungsmerkmal innerhalb der Aerococcaceae aufweist (Ludwig et al., 2009;
Lawson, 2014b; Siebert et al.,, 2020). Als Teil der Chemotaxonomie stellt die
Peptidoglykanstruktur ein entschiedenes Merkmal zur Diskriminierung Gram-positiver Taxa
dar (Schleifer und Kandler, 1972; Tindall et al., 2010). Das ist insbesondere fiir eine
Gattungsneubeschreibung relevant, da die Ubereinstimmung des Peptidoglykanprofil aller
Arten einer Gattung notwendig ist, wohingegen dessen Interpeptidbriicken zur
Speziesdemarkation genutzt werden kann (Tindall et al., 2010). Als weiteres

chemotaxonomisches Abgrenzungsmerkmal zeigte WS49377 im Vergleich zu den Typspezies
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der Aerococcaceae lediglich eine Ubereinstimmung mit dem polaren Lipid
Phosphatidylglycerol. Dadurch unterschied sich die neue Gattung im Lipidprofil sogar klar von
allen phylogenetisch am engsten verwandten Spezies (Siebert et al., 2020). Allerdings waren in
der Literatur nur Referenzdaten aus der Publikation der neuen Gattung Suicoccus (Li et al.,
2019) verfiigbar. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass die Zusammensetzung der polaren Lipide
fir die Neubeschreibung von Taxa der Aerococcaceae gemall Minimalanforderungen
(Mattarelli et al.,, 2014) nicht zwingend erforderlich ist und somit eine geringere
Unterscheidungskraft aufweist. Die Aussagekraft der Fettsauren war dagegen sehr viel hoher.
Wahrend die Fettsdure Cig:109c¢ bei WS4937T den héchsten Anteil hervorbrachte, so wurde
diese nur in weiteren drei der acht Typspezies als Hauptkomponente detektiert (Li et al., 2019)
und sogar in den nachst verwandten Typspezies entweder in einem geringen Anteil oder gar
nicht nachgewiesen. Auch die Hauptfettsaure Summed feature 5 (C1s:2006,9¢/C1g:0 ante) von E.
coleocola, F. hominis und G. sanguinis zeigte sich als Abgrenzungsmerkmal zu WS49377 (Li
etal., 2019; Siebert et al., 2020). Da die Fettsaureanalyse der F. ignavus gen. nov., sp. nov. und
der Referenzspezies unter einheitlichen Kultivierungs- und Analysebedingungen erfolgte,
erfillte diese eine essentielle Voraussetzung (Tindall et al., 2010) und war fir die
Neubeschreibung von F. ignavus gen. nov., sp. nov. ein wertvoller chemotaxonomischer
Marker.

Schliellich  demonstrierten  phylogenetische,  genomische,  phénotypische  sowie
chemotaxonomische Analysen, dass die Staimme WS4937T, WS4759 und WS5303 eine
eindeutig separierte, monophyletische, koharente Gruppe bilden, die eine Abgrenzung von den
bereits beschriebenen Typspezies begriindet. In Anlehnung an die kokkoide Zellform und die
Isolationsquelle (frische Rohmilch eines Erzeugerhofes) erhielt die Typspezies den
Gattungsnamen Fundicoccus (Fun. di. coc’us. L. masc. n. fundus farm; N.L. masc. n. coccus
(von Gr. masc. n. kokkos)) und den Speziesnamen ignavus (ig. na’vus. L. masc. adj. ignavus
inaktiv), der sich auf das Ausbleiben der Saureproduktion aus der Umsetzung von
Kohlenhydraten bezieht. WS4937T ist dabei die Typspezies der neuen Gattung Fundicoccus

ignavus gen. nov., sp. nov. der Familie Aerococcaceae (Siebert et al., 2020).

3.2 Beschreibung einer neuen Spezies Raineyella sp. nov.

Das 16S rRNA-Gen ermdglicht die Abgrenzung neuer Taxa von bereits valide beschriebenen
Typstdmmen und bildet fir phylogenomische Analysen bis heute das Grundgerist der

prokaryotischen Taxonomie (Rossell6-Mora und Amann, 2001). Somit wurden auch die
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Stamme WS4898" und WS4899 durch den Sequenzabgleich mit der EzBioCloud
Referenzdatenbank zunachst taxonomisch eingeordnet. Mit der héchsten Ubereinstimmung des
Typstammes WS4898" zu Raineyella antarctica DSM 1004947 lag die 16S rDNA-Identitit mit
>2% unterhalb der giltigen Speziesgrenze und andererseits oberhalb des Gattungsgrenzwertes
(94,5 — 95,0%) (Ludwig et al., 1998; Yarzaet al., 2008; Tindall et al., 2010; Yarza et al., 2014).
In der Literatur werden zur Speziesdemarkation valide Grenzwerte zwischen 98,7 — 99,0%
(Stackebrandt und Ebers, 2006) und 98,65% (Kim et al., 2014) beschrieben. Allerdings wird
das Auflésungsvermdogen der 16S rRNA-Gensequenz zur taxonomischen Klassifizierung in der
Literatur diskutiert und teilweise als nicht zuverl&ssig angesehen (Ludwig und Klenk, 2001;
Rossell6-Mora und Amann, 2001). Da Prokaryoten mehrere 16S rRNA-Kopien enthalten
kdnnen, ist z.B. ein genannter Grund die mdgliche Sequenzdivergenz zwischen mehreren
homologen Genen innerhalb eines prokaryotischen Genoms, die nur schwer aufgedeckt werden
kann (Ludwig und Klenk, 2001). Dennoch gilt die Sequenz des 16S rRNA-Gens als valider
phylogenetischer Marker, um einen ersten Hinweis auf die taxonomische Einordnung eines
Stammes zu erhalten (Tindall et al., 2010). Unterstitzt wurde die taxonomische Klassifizierung
durch die Rekonstruktion der phylogenetischen Verwandtschaft mithilfe eines
Maximume-Likelihood-Baumes. Unter Einbezug der 18 am néchsten verwandten Typstamme
bzw. Typspezies gingen die Sp.nov. Stamme als eine eindeutig isolierte und robuste,
monophyletische Abstammungslinie hervor. Auf Basis der phylogenetischen Position von
WS4898™ und WS4899 wurde die Typspezies R. antarctica (Pikuta et al., 2016) fiir alle
phanotypischen und chemotaxonomischen Analysen mitgezogen, wahrend die Spezies
R. fluvialis erst nach Abschluss der experimentellen Versuche publiziert wurde (Kim et al.,
2020). Mit einer sehr viel starkeren Auflésungskraft auf Genomebene ermdglichte eine in silico
Analyse die Determinierung des digitalen DDH Wertes Uber online Plattformen, wie z.B.
TYGS (Meier-Kolthoff und Goker, 2019), bei der auf eine umfassende Datenbank mit einer
immensen Anzahl an Genomsequenzen von valide beschriebenen Typstdmmen
zurlickgegriffen wird. Dabei demonstrierte ein digitaler DNA-DNA Reassoziierungsgrad <70%
zwischen dem Typstamm WS4898T im paarweisen Vergleich mit jeweils einem der beiden

Raineyella Typstdmmen eine deutliche Abgrenzung der neuen Spezies auf Genomebene.

Dennoch sind insbesondere auf Speziesebene differenzierende, phénotypische Merkmale
wertvoll fir die Unterstiitzung der Speziesabgrenzung (Rossell6-Mora und Amann, 2001;
Tindall et al., 2010). Obwohl die Methoden zur Reproduktion des zugrundliegenden Phénotyps
stark abhéngig von der Kultivierung sind (Moore et al., 2010), zeigte Raineyella sp. nov.

WS4898" im Zuge der phanotypischen Charakterisierung bei keiner der getesteten
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biochemischen Reaktionen ein speziesspezifisches Alleinstellungsmerkmal. Allerdings
unterschied sich WS4898T in der Saurebildung aus der Umsetzung von Kohlenhydraten immer
zu einem der beiden Typspezies. Beim Vergleich der beiden Stamme WS4898" und WS4899
wurden bei den Wachstumsbedingungen, der Nitratverwertung sowie bei der Umsetzung
einzelner Kohlenhydrate unter S&urebildung intraspezifische Differenzen beobachtet.
Heterogene Ergebnisse bei der Untersuchung zweier Stdimme einer Art stellten auch Pikuta et
al. (2016) bei der Typspezies R.antarctica DSM 1004947 fest. Eine phénotypische
Heterogenitat zwischen Stdammen einer Art wurde bei Neubeschreibungen in der Vergangenheit
immer wieder aufgedeckt (Collins et al., 1997; von Neubeck et al., 2016) und verdeutlicht, dass
die Beschreibung eines Taxons durch mehr als einen Stamm definiert sein sollte (Rossell6-
Mora und Amann, 2001). Somit konnen sich die charakteristischen metabolischen

Eigenschaften eines Taxons durch die Aufnahme neuer Stamme prinzipiell noch erweitern.

Aus der Analyse der Fettsdurezusammensetzung als chemotaxonomisches Merkmal ging
Cisoanteiso einheitlich filr beide Stamme WS4898" und WS4899 als dominante Fettsaure
hervor und stimmte mit dem Ergebnis des Referenzstammes R. antarctica und den
Literaturangaben fir R. fluvialis (Kim et al., 2020) uUberein. Jedoch zeigten die
Raineyella sp. nov. Stdamme fir diese Fettsdure mit 23% einen enormen Unterschied zum
Typstamm R. fluvialis. Wéhrend die Fettsdure Summed feature 2 mit 11,3 % jedoch eine
Hauptfraktion in Typstamm WS4898T darstellte, wurde diese bei keiner der beiden
beschriebenen Raineyella Arten detektiert (Kim et al., 2020). Allerdings waren keine
einheitlichen Kultivierungsbedingungen mit R. fluvialis gegeben, was eine Vergleichbarkeit
erschwert und zu Diskrepanzen im Fettsdureprofil fiihren kann (Tindall et al., 2010). Dennoch
demonstriert die Familie Propionibacteriaceae ein eher homogenes Fettsaureprofil, bei dem
Cusoanteiso als prévalente Fettsdure weit verbreitet ist und die Daten dieser Studie stiitzt
(Stackebrandt und Schaal, 2006; Jung et al., 2007; Alonso-Vega et al., 2011; Wenning et al.,
2020).

Zusammenfassend ermoglichte die Datenbasis aus phylogenetischen, genomischen,
phanotypischen und chemotaxonomischen Analysen eine koh&rente Abgrenzung der aus
Rohmilch isolierten Stimme WS4898" und WS4899. Diese reprasentieren schlieBlich einen
neuen Typstamm der Gattung Raineyella (Raineyella sp. nov.) aus der Familie der
Propionibacteriaceae.
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\2 SCHLUSSFOLGERUNG

Die Optimierung der VVorbereitung von Rohmilchproben fur die 16S rRNA-Mikrobiomanalyse
verdeutlichte, dass sowohl die DNA-Extraktion, als auch die Zyklenzahl in der library-PCR die
detektierte Biodiversitdt und die relativen Abundanzen der Taxa erheblich beeinflusst.
Demnach kann es mdglicherweise zur Fehlinterpretation der Rohmilchmikrobiota, verursacht
durch einen Verlust an detektierter Biodiversitat kommen. Als Teil der Vorbehandlung der
DNA-Extraktion reduzierte die Enzym-basierte selektive Lyse die somatischen Zellen der Kuh
und die eukaryotische DNA, was in einer hdheren PCR-Effizienz resultierte. Aufgrund der
Dominanz Gram-positiver Taxa in frischer Rohmilch, ist eine Kombination aus enzymatischer
und mechanischer Lyse dringend erforderlich, um in der library-PCR ausreichend hohe
Amplikon-Konzentrationen zu erzielen und die Mikrobiota mdglichst breit und ausgewogen
abzubilden. Die Anwendung hoher Zyklenzahlen im ersten Schritt der library-PCR kann zur
Verzerrung des erfassten mikrobiellen Profils fuhren und sollte vermieden werden, um die
Biodiversitat bestmoglich zu erhalten. SchlieRlich gewéhrleistet die optimierte Methode eine
Steigerung der erfolgreichen Amplikon-Sequenzierungen von Rohmilch und vermindert den

Eintrag von Artefakten.

Die deskriptive Analyse der Mikrobiota frischer Rohmilch von Erzeugerhdfen aus ganz
Deutschland zeigte, dass Uber das Core-Mikrobiom hinaus die bakterielle Zellzahl, die
Biodiversitat und die relativen Abundanzen einzelner Taxa auf verschiedenen Ebenen der
Milcherzeugung durch Haltungsform und Melk- und Lagerbedingungen beeinflusst werden.
Okologische Produktion sowie Weidehaltung fiihrten zu einer enormen Steigerung der
Biodiversitat mit gleichzeitig niedrigeren Keimzahlen und einem hoheren Eintrag
umweltassoziierter Keime. Die Abundanz von Streptococcus als dominierende Gattung der
Mikrobiota und Vertreter der Eutermikrobiota wurde erheblich durch Laufstall und
Melkroboter gesteigert. Unabhangig vom Melksystem kann am Beispiel von
Streptococcus spp. jedoch abgeleitet werden, dass mit Zunahme der Betriebsgrofle die
Wahrscheinlichkeit einer Mastitis steigt. Wahrend erhohte sequenzierte Abundanzen der
Indikatorkeime fur Fakal- und Euterkontaminationen mit Anbindehaltung assoziiert wurden,
war der psychrotolerante Anteil der Mikrobiota hauptsdchlich von Kihl- und
Lieferbedingungen auf dem Milchviehbetrieb abhéngig und zeigte héhere Abundanzen in

konventionellen Betrieben.
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Durch die Erfassung der kumulativen Anteile in der Sequenzierung unterliegt die qualitative
Mikrobiomanalyse Limitierungen, weil die Abundanz einzelner Taxa von der Zunahme bzw.
Abnahme anderer Taxa abhéngig ist. Die absolute Zellzahl kann jedoch entscheidend fur die
Gewichtung der sequenzierten relativen Abundanzen sein. Allerdings bedarf es fur die absolute
Quantifizierung des Mikrobioms aufwéndige bioinformatische Berechnungen unter
Berlcksichtigung der 16S rRNA-Kopienzahl aller Taxa der Gemeinschaft. Angesichts
eingeschrankter bioinformatischer Moglichkeiten, konnte dies in der vorliegenden Arbeit nicht

durchgefuhrt werden und ist ein Ansatzpunkt fiir weitere Auswertungen dieses Datensatzes.
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ANHANG

Tabelle A1 DNA-Konzentration nach dem Test auf selektive Lyse von ausgewahlten Gram-negativen und Gram-positiven
Bakterien. Alle Versuche wurden in Triplikaten ausgefiihrt und die Mittelwerte gebildet. %: prozentualer Anteil der
DNA-Konzentration im Vergleich zur Negativkontrolle. Stamm-Nr.: Stdmme aus dem Glycerinstock des Lehrstuhls fir
Mikrobielle Okologie (TUM, Freising); NK: Negativkontrolle.

SIAMM - Spezies DNA-1  DNA-2 '\’I'Q';Lel'i"ll’;t” '\glltjtrflli\ﬁg:t %

5124 Acinetobacter johnsonii 30,4 30,6 30,5 34,5
37,6 39,2 38,4

5124-NK 30,2 30,4 30,3 35 98
39,8 39,6 39,7

7131 Aeromonas ichthiosmia 84 80,2 82,1 83,4
85,8 83,6 84,7

7131-NK 59,8 58,6 59,2 58,2 143
56,6 57,6 57,1

7082 Chryseobacterium bovis 69,6 67 68,3 71,3
75,6 72,8 74,2

7082-NK 49,4 48,6 49 46,1 155
43,6 42,8 43,2

7130 Citrobacter freundii 110 104 107 103,9
102 99,4 100,7

7130-NK 98,2 100 99,1 90,5 115
82 81,8 81,9

4701 Enterobacter cloacae 110 116 113 113,0
112 114 113

4701-NK 100 99,2 99,6 120,8 94
122 162 142

8985 Escherichia coli 86 93,4 89,7 91,0
90,4 94,2 92,3

8985-NK 104 100 102 100,5 91
100 97,8 98,9

1972 Hafnia paralvei 124 122 123 1240
122 128 125

1972-NK 137 138 137,5 137,5 90
139 136 137,5

4694 Aerococcus viridans 23 20 21,5 21,2
20,6 21 20,8

4694-NK 32,2 31,4 31,8 30,4 70
28,2 29,6 28,9

5516 Brachybacterium 13,5 13,4 13,45 15,5

paraconglomeratum / sacelli

17,3 17,70 17,5

5516-NK 20,2 19,9 20,05 18,8 82
17,8 17,4 17,6

105



Anhang

6832 Carnobacterium 25,8 25,8 25,8 27,2
maltaromaticum

28,4 28,6 28,5

6832-NK 29,4 28,8 29,1 27,1 100
25 25,2 25,1

7080 Corynebacterium 54,2 50 52,1 48,7

camporealensis

45,6 44,8 45,2

7080-NK 26,00 25,60 25,8 30,8 158
36,8 34,6 35,7

7936 Kocuria kristinae 8,44 8,34 8,39 12,0
14,8 16,4 15,6

7936-NK 9,08 9,24 9,16 12,5 96
15,5 16,2 15,85

7976 Lactococcus lactis 65,8 65,8 65,8 66,0
66,6 65,8 66,2

7976-NK 58 56,6 57,3 60,6 109
65 62,8 63,9

1476 Listeria monocytogenes 27,2 27 27,1 26,1
25,4 24,6 25

1476-NK 22,2 21,8 22 20,2 129
19,3 17,3 18,3
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Tabelle A2 Relative Abundanzen auf Gattungsebene (%) nach Anwendung verschiedener Extraktionsmethoden bei
Rohmilchprobe A. Aufgelistet sind alle Gattungen, die mind. bei einer Extraktionsmethode eine relative Abundanz >1%
aufzeigten. Werte sind Mittelwerte aus Triplikaten; SP: aufgrund niedriger Readzahlen wurden zwei Replikate vor der Analyse
aus dem Datensatz entfernt. SP2: foodproof® StarPrep Two Kit; PF: DNeasy® PowerFood® Microbial Kit, woEL: ohne
zusétzliche enzymatische Lyse, EL: zusatzliche enzymatische Lyse fiir 0.5 h oder 1.0 h; PP: PathoProof™ Complete-16 Kit;
SP: foodproof® Sample Preparation Kit 1. KbE: koloniebildende Einheit. Tabelle aus Siebert et al. (2021).

Rohmilchprobe A (4.3 log KbE/ml)

Extraktionsmethode

Enzyme +

Bead-beating Bead-beating Enzyme
Gattungen SP2 PFwoEL PFO.5EL PF1.0EL PP SP
Acetitomaculum 1,3 0,7 0,5 0,5 0,1 0,2
Acinetobacter 0,6 0,4 0,5 0,4 0,8 3,8
Aerococcus 0,4 0,4 3,2 2,9 1,7 3,0
Bifidobacterium 19 3,0 3,9 3,9 14,5 10,3
Brachybacterium 1,6 0,7 0,6 0,6 0,3 0,2
Candidatus Saccharimonas 0,3 0,2 0,3 0,2 0,8 19
Christensenellaceae R-7 group 0,3 0,2 0,3 0,3 0,2 1,4
Clostridium sensu stricto 1 2,8 3,6 1,3 1,6 2,6 0,1
Corynebacterium 32,5 20,4 14,5 18,6 12,9 55
Enhydrobacter 0,7 0,3 0,8 0,7 1,2 5,6
Facklamia 0,2 0,3 1.2 14 0,3 0,2
Jeotgalicoccus 0,2 0,2 1,3 1,6 2,2 1,0
Kocuria 5,6 17,5 11,7 10,4 10,2 55
Lachnospiraceae NK3A20 group 54 2,2 1,8 1,6 0,3 1,0
Lactobacillus 2,5 6,9 11,0 7,9 9,1 12,7
Micrococcus 0,1 0,3 11 1,2 1,6 1,0
Pseudomonas 0,1 0,0 0,1 0,1 4,9 0,4
Rothia 1,0 1,0 34 3,2 2,9 0,9
Ruminococcus 0,9 0,7 0,3 0,3 1,7 7,5
Ruminococus gauvreauii group 0,8 0,2 0,3 0,4 0,2 1,2
Solibacillus 0,7 0,4 0,5 0,5 2,2 0,2
Sphingomonas 0,1 0,5 0,2 0,3 1,2 1,0
Staphylococcus 1,1 1,6 55 4,3 54 2,3
Streptococcus 0,7 04 24 1,6 14 2,9
Turicibacter 59 51 2,5 2,5 0,6 0,1
Gattungen <1% 6,0 51 6,9 7,4 7,7 15,0
Keine Gattungszuordnung 25,5 25,2 20,3 21,7 11,0 13,2
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Tabelle A3 Relative Abundanzen auf Gattungsebene (%) nach Anwendung verschiedener Extraktionsmethoden bei
Rohmilchprobe B. Aufgelistet sind alle Gattungen, die mind. bei einer Extraktionsmethode eine relative Abundanz >1%
aufzeigten. Werte sind Mittelwerte aus Duplikaten (PFO.5EL and SP) oder Triplikaten; SP: aufgrund niedriger Readzahlen
wurde ein Replikat vor der Analyse aus dem Datensatz entfernt. SP2: foodproof® StarPrep Two Kit; PF: DNeasy® PowerFood®
Microbial Kit, woEL: ohne zusétzliche enzymatische Lyse, EL: zusatzliche enzymatische Lyse fiir 0.5 h oder 1.0 h; PP:
PathoProofTM Complete-16 Kit; SP: foodproof® Sample Preparation Kit 1l. KbE: koloniebildende Einheit. Tabelle aus Siebert
etal. (2021).

Rohmilchprobe B (5.2 log KbE/ml)

Extraktionsmethode
Enzymes +

Bead-beating Bead-beating Enzymes
Gattungen SP2 PFwoEL  PFO.5EL PF1.0EL PP SP
Acinetobacter 3,9 9,4 6,8 6,3 14,0 24,8
Aerococcus 0,6 1,6 57 53 7,6 3,2
Bifidobacterium 0,6 0,8 0,8 0,9 15 34
Christensenellaceae R-7 group 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 1,0
Chryseobacterium 1,9 4,7 6,0 5,9 6,4 8,7
Clostridium sensu stricto 1 4,8 4,9 1,5 1,6 0,3 0,7
Corynebacterium 26,2 11,3 7,0 8,2 3,0 4,2
Enhydrobacter 0,3 0,4 0,5 0,4 0,6 1,1
Facklamia 0,4 0,4 1,2 11 0,5 0,5
Ignavigranum 0,4 0,4 1,1 1,1 0,5 0,7
Kocuria 0,5 0,6 1,3 1,5 0,5 0,9
Lachnospiraceae NK3A20 group 1,2 0,2 0,1 0,1 0,0 0,1
Lactococcus 1,6 2,2 2,7 2,7 19 3,6
Macrococcus 0,1 0,5 1,6 1,4 0,3 0,1
Micrococcus 0,1 0,3 0,5 0,6 1,0 0,9
Ornithinimicrobium 0,2 0,3 0,5 0,5 0,7 1,1
Paracoccus 0,6 0,9 0,5 0,6 0,8 4,2
Rothia 0,8 0,3 1,5 1,6 0,3 0,3
Staphylococcus 10,5 11,7 21,1 20,4 35,4 4,3
Streptococcus 8,1 8,3 19,9 191 9,0 7,3
Turicibacter 6,6 6,6 1,8 1,8 0,3 0,3
Gattungen <1% 4,2 4.8 4,0 12,3 4,8 9,7
Keine Gattungszuordnung 25,1 27,0 11,7 4,3 7,1 14,9
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Tabelle A4 Relative Abundanzen (%) auf Gattungsebene gruppiert nach Regionen in Nord- und Stiddeutschland. Dargestellt
sind die Mittelwerte aller Gattungen mit relativen Anteilen >0,5% in mindestens einer der untersuchten Kategorien. NO:
Nord-Ost (n=141); Nord (n=110); NW: Nord-West (n=289); SO: Sud-Ost (n=123); Siid-1 (n=104); Sud-2 (n=78); SW:
Siid-West (n=85).

Gattungen NO Nord NW SO Siud-1 Sud-2 SW
Acinetobacter 2,3 3,9 5,0 1,3 4,4 2,2 15
Aerococcus 3,2 1,7 2,6 1,7 15 1,3 1,6
Bacillus 1,0 0,4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Bifidobacterium 1,8 1,2 0,8 1,7 0,9 1,5 2,0
Brochothrix 0,0 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Carnobacterium 0,2 1,0 1,0 0,4 2,3 0,8 2,2
Chryseobacterium 1,6 2,7 2,5 1,7 3,0 1,6 2,0
Clostridium sensu stricto 2,6 1,9 1,5 2,6 1,7 1,4 2,7
Clostridium XI 4,7 4,3 2,9 51 48 34 5,6
Corynebacterium 10,2 8,7 7,2 17,1 11,6 13,0 14,7
Dietzia 0,5 0,4 0,4 0,6 0,4 0,5 0,6
Enhydrobacter 1,2 0,9 0,6 1,2 0,7 0,5 0,5
Enterococcus 15 0,8 2,1 1,7 1,2 15 0,7
Escherichia/Shigella 0,1 0,1 0,4 0,0 0,1 0,6 0,2
Facklamia 2,8 2,4 1,7 3,3 2,6 2,3 3,4
Fusobacterium 0,1 0,2 0,6 0,3 0,0 0,1 0,4
Janibacter 0,4 0,7 0,5 0,6 0,3 0,3 0,4
Jeotgalicoccus 0,9 0,7 0,5 0,9 0,5 0,6 0,8
Kocuria 2,6 14 14 19 45 2,4 1,3
Lactobacillus 1,7 0,9 1,3 1,0 14 2,0 19
Lactococcus 51 3,3 9,3 1,5 55 7,2 47
Leuconostoc 0,9 04 2,6 0,1 0,1 0,9 0,2
Macrococcus 0,3 0,8 1,5 0,9 0,7 1,6 0,1
Microbacterium 0,5 0,5 0,8 0,5 0,3 0,1 0,3
Olsenella 0,5 0,3 0,2 0,4 0,9 0,3 0,7
Ornithinimicorbium 0,4 0,5 0,3 0,4 0,1 0,2 0,2
Paracoccus 0,3 0,6 0,3 0,4 0,6 0,3 0,2
Pseudomonas 11 7,6 7,7 0,6 15 10,0 14
RomboutsiA 6,8 6,4 4,1 8,1 8,0 5,6 8,8
Rothia 1,2 0,5 0,6 0,7 0,9 1,1 1,0
Saccharibacteria genera i.s. 0,5 2,6 0,3 0,7 0,6 0,4 0,4
Staphylococcus 5,6 55 74 3,6 4,6 51 3,5
Streptococcus 15,2 9,2 151 12,9 12,2 10,5 13,5
Tepidiphilus 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Trueperella 0,4 0,4 0,4 0,8 0,3 0,4 0,5
Turicibacter 3,4 3,0 1,9 4,3 3,9 2,8 4,4
Gattungen <0,5% 8,2 11,9 7,9 8,4 6,7 7,0 6,8
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Tabelle A5 Relative Abundanzen (%) auf Gattungsebene gruppiert nach Produktionsart. Dargestellt sind die Mittelwerte aller
Gattungen mit relativen Anteilen >0,5% in mindestens einer der untersuchten Kategorien. konventionell: n=431 und
Okologisch: n=197.

Gattungen konventionell 6kologisch
Acinetobacter 4,5 3,0
Aerococcus 2,3 1,7
Bifidobacterium 1,2 1,1
Carnobacterium 0,9 1,1
Chryseobacterium 2,3 2,2
Clostridium sensu stricto 1,7 1,8
Clostridium XI 3,6 4,3
Corynebacterium 9,3 11,8
Dietzia 0,4 0,6
Enhydrobacter 0,7 1,1
Enterococcus 1,7 15
Facklamia 2,2 2,6
Janibacter 0,4 0,6
Jeotgalicoccus 0,5 0,8
Kocuria 19 2,0
Lactobacillus 1,4 1,0
Lactococcus 7,1 4,2
Leuconostoc 1,8 0,5
Macrococcus 14 0,9
Microbacterium 0,6 0,8
Paracoccus 0,4 0,6
Pseudomonas 7,5 1,7
Romboutsia 54 6,6
Rothia 0,7 1,0
Saccharibacteria genera i.s. 0,9 0,6
Staphylococcus 59 58
Streptococcus 13,3 12,8
Turicibacter 2,7 3,2
Gattungen <0,5% 9,3 13,3
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Tabelle A6 Relative Abundanzen (%) auf Gattungsebene gruppiert nach Tierhaltungsform. Dargestellt sind die Mittelwerte
aller Gattungen mit relativen Anteilen >0,5% in mindestens einer der untersuchten Kategorien. Laufstall: n=287,
Laufstall + Weidehaltung: n=280 und Anbindestall: n=61.

Gattungen Laufstall Laufstall + Weidehaltung Anbindestall
Acinetobacter 3,5 4,5 4,6
Aerococcus 2,0 2,3 1,9
Bifidobacterium 1,0 1,2 1,7
Carnobacterium 0,6 1,3 0,9
Chryseobacterium 15 2,8 3,3
Clostridium sensu stricto 1,6 1,8 2,7
Clostridium XI 3,0 4,3 5,3
Corynebacterium 8,4 10,3 17,0
Enhydrobacter 0,6 1,1 0,7
Enterococcus 2,4 11 0,5
Escherichia/Shigella 0,3 0,1 1,3
Facklamia 1,7 2,6 4,1
Fusobacterium 0,3 0,2 0,9
Janibacter 0,5 0,6 0,1
Jeotgalicoccus 0,5 0,8 0,7
Kocuria 2,1 1,8 1,6
Lactobacillus 15 1,1 0,9
Lactococcus 8,1 4,8 3,3
Leuconostoc 2,1 1,0 0,1
Macrococcus 1,7 0,9 0,3
Microbacterium 0,6 0,8 0,1
Paracoccus 0,3 0,6 0,6
Pseudomonas 8,9 2,9 2,8
Romboutsia 4,6 6,3 8,8
Rothia 0,8 0,7 1,0
Saccharibacteria genera i.s. 1,1 0,5 0,6
Staphylococcus 6,6 5,7 2,8
Streptococcus 14,5 13,0 7,9
Trueperella 0,4 0,4 0,7
Turicibacter 2,3 3,1 4,4
Gattungen <0,5% 8,6 12,0 7,3
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Tabelle A7 Relative Abundanzen (%) auf Gattungsebene gruppiert nach Melksystem. Dargestellt sind die Mittelwerte aller
Gattungen mit relativen Anteilen >0,5% in mindestens einer der untersuchten Kategorien. Automatisches Melksystem: n=153;
Melkstand: n=532; Rohrmelkanlage: n=120.

Gattungen Automatisches Melksystem Melkstand Rohrmelkanlage
Acinetobacter 4,9 3,0 3,8
Aerococcus 2,8 2,1 2,3
Bacillus 0,9 0,1 0,1
Bacteroides 0,5 0,2 0,3
Bifidobacterium 0,8 1,3 1,4
Carnobacterium 0,7 0,9 1,1
Chryseobacterium 0,8 2,3 3,9
Clostridium sensu stricto 1,3 2,1 2,2
Clostridium XI 2,7 4,3 4,6
Corynebacterium 6,7 10,7 13,4
Dietzia 0,3 0,5 0,3
Enhydrobacter 0,4 0,9 0,9
Enterococcus 24 15 0,8
Escherichia/Shigella 0,7 0,2 0,0
Facklamia 15 2,4 3,3
Fusobacterium 1,0 0,1 0,0
Janibacter 0,4 0,6 0,2
Jeotgalicoccus 0,5 0,7 0,7
Kocuria 0,8 2,4 2,2
Lactobacillus 0,6 1,6 1,4
Lactococcus 11,3 4,3 4,9
Leuconostoc 2,1 1,1 0,4
Macrococcus 0,9 1,2 0,6
Microbacterium 0,5 0,7 0,1
Pseudomonas 53 4,9 4,7
Romboutsia 3,9 6,4 7,3
Rothia 0,7 0,8 0,7
Saccharibacteria genera i.s. 0,3 0,9 0,5
Staphylococcus 58 6,1 4,5
Streptococcus 21,7 11,9 10,1
Trueperella 0,7 0,4 0,4
Turicibacter 2,0 3,2 3,5
Gattungen <0,5% 7,0 10,2 9,4
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Tabelle A8 Assembly Statistik der Isolate zur Neubeschreibung von Fundicoccus ignavus gen.

nov. sp. nov.. Tabelle aus Siebert

et al. (2020).
Charakteristik WS4937T WS4759 WS5303
Assembly GroRe [Mb] 3,0 2,7 2,7
G + C Gehalt [mol %] 37,4 37,5 37,5
Anzahl der Contigs 64 37 46
Durchschnittliche Contig GroRe [kb] 47 73 59
N50 Wert [kb] 118 287 273
Geschétze Genomvollstdndigkeit [%] 99,4 99,4 99,4
Geschatze Genomkontamination [%] 11 13 13
Sequenziertiefe 58,1 152,6 54,3
Qualitadt Genomverarbeitung high-quality draft high-quality draft  high-quality draft
Anzahl proteincodierender Genome 2661 2328 2412

Tabelle A9 Zellulare Fettsauren der drei Fundicoccus ignavus gen. nov., sp. nov. Stamme WS4937T, WS4759 und WS5303.
Fett: Hauptfettsduren >10%; -: nicht detektiert.

Fettsaure WS49377 WS4759 WS5303
Gesattigt

Cio0 0,7 0,4 -
Ci20 0,5 0,4 0,3
Cis0 4,2 2,2 1,2
Ciso 23,5 20,3 12,2
Ciro - 0,2 -
Ciso 6,5 7,0 6,4
Ungesattigt

Ci6:109¢ 27,6 26,2 18,1
Ci7:1 150 ®5¢ 0,5 0,6 0,6
Cig109c 17,6 23,7 37,3
Cioaiso | 1,1 1,8 4,9
C20:206,9¢ 0,5 0,5 -
C20:1009¢ 0,4 0,6 2,1
Summed feature

3 (Ci6107¢/Ci6:106¢) 6,0 5,2 3,2
5 (C18:206,9¢/Cag;o ante) 5,6 51 4,9
7 (unknown 18.85/C1g.1006¢) - - -

8 (C1s.107¢/Cig1006¢) 4,1 4,8 6,8
9 (Cy17:1i50 ©9¢/Cig:0 10-methyl 1,2 11 2,1
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Tabelle A10 Assembly Statistik der Isolate zur Neubeschreibung von Raineyella sp. nov..

Charakteristik WS48987 WS4899
Assembly GroRe [Mb] 3,0 3,1
G + C Gehalt [mol%] 69,4 69,4
Anzahl der Contigs 75 64
N50 Wert [kb] 135 150
Qualitat Genomverarbeitung high-quality draft ~ high-quality draft
Anzahl proteincodierender Genome 2769 2854
100% B
<1%
90% || B keine Gattungszuordnung -
E =
80% = - - Lactococcus
N 0 - E m Kocuria
S 70% ® [gnavigranum
2 60% ® Macrococcus
g Chryseobacterium
< 50% - ril _ , | !
19) m Facklamia
'% 40% m Aerococcus
E 30% ® Staphylococcus
Corynebacterium
20%

= Acinetobacter
10% = Rothia
Streptococcus

0% T T T T T 1
5 20 25 30 35
PCR-Zyklenzahl

Abbildung Al Verteilung der relative Abundanz (%) auf Gattungsebene (A) und NMDS (generalized UniFrac distance) Plot
nach der Anwendung von 15-35 Zyklen im 1. Schritt der library-PCR (B). Untersucht wurde RM 3: Molkereiprobe mit aerober,
mesophiler Keimzahl von 4,8 log KbE/ml. Alle Gattungen mit einer relativen Abundanz >1% sind in A gezeigt. Abbildung aus
Siebert et al. (2021).
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Abbildung A2 Verteilung relativer Abundanzen (%) der Gattungen Staphylococcus und Streptococcus in Rohmilch gruppiert
nach HofgréRe. klein: Liefermenge von <500.000 Liter/Jahr (n=447); grof3: Liefermenge von >500.000 Liter/Jahr (n=415).
**p< 0,01.
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