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1. Einleitung und Fragestellung

Salmonellen gehoren weltweit zu den wichtigsten Krankheitserregern von Mensch und Tier.
Die Ansteckung mit Salmonellen erfolgt meist iiber kontaminierte Lebensmittel, oder den
direkten Kontakt mit infizierten Tieren (MORENO SWITT et al., 2013). In der EU ist die
Salmonellose die zweithdufigste gastrointestinale Erkrankung beim Menschen (EFSA u.
ECDC, 2021). Was Lebensmittel betrifft, so sind die meisten Ubertragungsfille durch Eier,
Schweinefleisch, Backwaren und Fertigprodukte zu verzeichnen, aber auch durch andere
Nahrungsmittel wie Hiihnerfleisch, Milch, Rindfleisch, Gemiise, Obst und andere Produkte,
kann eine Salmonellose iibertragen werden (EFSA u. ECDC, 2021). Salmonella enterica
umfasst bereits mehr als 3000 Serovare (El-Sharkawy et al. 2017), wobei sich die Haufigkeit
der vorkommenden Serovare durch geografische Region, tierische Quellen und
serovarspezifische Praferenzen unterscheidet (MORENO SWITT et al., 2013). Der primire
Lebensraum von Salmonellen ist der tierische Wirt, doch konnen Salmonellen auch auf3erhalb
des Wirtes lidngerfristig iiberleben, bis sie in einen neuen Wirt aufgenommen werden

(WINFIELD u. GROISMAN, 2003).

Bakterien konnen genetische Informationen durch einen horizontalen Gentransfer austauschen.
Zu den Mechanismen des horizontalen Gentransfers gehdren: Konjugation, Transformation und
Transduktion (COLAVECCHIO et al., 2017). Der Mechanismus, der fiir diese Arbeit von
Relevanz ist, ist jener der Transduktion. Bei diesem erfolgt der Gentransfer durch
Bakteriophagen, kurz Phagen genannt. Phagen sind Viren, die Bakterien als Wirtszelle befallen.
Sogenannte lysogene Phagen konnen ihr Genom in das Wirtsgenom einschleusen und werden
dann als sogenannte Prophagen auf die Tochterzellen weiter vererbt (spezifische Transduktion).
Es kann aber auch durch einen Phagen bakterielle DNA aufgenommen werden (zufillig) und
bei einem ndchsten Zyklus auf eine andere Bakterienzelle iibertragen werden. Dies wird als

generalisierte Transduktion bezeichnet (TORRES-BRACELO et al., 2018).

Durch die Entdeckung der Antibiotika wurde das Interesse an der Bakteriophagenforschung
geschmalert. Einzig in der damaligen Sowjetunion wurde die antibakterielle Wirkung der
Phagen weiter erforscht. Durch die steigenden Antibiotikaresistenzen bei bakteriellen

Krankheitserregern riicken Bakteriophagen in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus als



alternative Therapie zu Antibiotika. In Osteuropa und den Landern der ehemaligen Sowjetunion
werden diese zur Therapie gegen bakterielle Erkrankungen eingesetzt. Als Vorteil dieser
Therapie erweist sich, dass die meisten Bakteriophagen ein sehr enges Wirtsspektrum besitzen
und damit nur eine Bakterienspezies, oder sogar -subspezies infizieren. Durch die
hochspezifische =~ Wechselwirkung zwischen Bakterienzelloberflachenrezeptoren  und
Phagenanheftungsstrukturen kénnen sie oft nur eine begrenzte Anzahl einer einzelnen
Bakterienart infizieren (DRULIS-KAWA et al., 2015). Es wird aber auch iiber Bakteriophagen
berichtet, welche ein weites Wirtsspektrum besitzen. Dies konnte zum Beispiel in einem
Versuch gezeigt werden, in welchem eine Salmonellenphage einen Escherichia coli Stamm

infizierte (MAHMOUDA et al., 2018).

Ziel der Studie ist es herauszufinden, inwieweit aktivierte Sa/monella-Prophagen in der Lage
sind, unterschiedliche Salmonella Serovare, Enterobacteriaceae und Campylobacter jejuni zu
lysieren. Zunéchst soll festgestellt werden, welche Phagen ein groeres Wirtsspektrum haben.
Dafiir werden sie auf verschiedenen Salmonella Serovaren, Enterobacteriaceae und
Campylobacter auf lyse getestet.  AnschlieBend werden jene mit einem breiteren

Wirtsspektrum auf weiteren Salmonella, E.coli und Yersinien weiter getestet.
Dazu wurden folgende Forschungsfragen formuliert:

- Welche Phagen haben ein grofleres Wirtsspektrum?
- Konnen jene Phagen mit einem groferen Wirtsspektrum auch andere

Enterobacteriaceae lysieren?

Vor dem Hintergrund der Ergebnisse aus der Literatur wird erwartet, dass ein Teil der
Salmonella-phagen weitere Salmonella lysieren konnen. Die Moglichkeit besteht, dass diese
Phagen auch E.coli lysieren kdnnen. Durch die genetische Ahnlichkeit mit Yersinienphagen

konnte auch bei Yersinien eine Infektion moglich sein.



2. Literaturiibersicht

2.1. Salmonella

Die Gattung Salmonella gehort zur Familie der Enterobacteriaceae. Sie sind Gram-negative,
fakultativ anaerobe, nicht sporenbildende, Oxidase-negative und Katalase-positive Stidbchen.
Fast alle Salmonellenarten konnen sich mit Hilfe von peritrichen Flagellen fortbewegen.
Salmonellen werden in folgende zwei Arten unterteilt: Salmonella enterica und Salmonella
bongori. Bei Salmonella enterica werden zusitzlich 6 Unterarten unterschieden. Die Begriffe
»Serovar® und ,,Serotyp® sind bei Salmonella synonym zu verwenden, wobei sich das Wort
»Serovar' starker durchsetzt (RYAN et al., 2017). Die verschiedenen Serovare werden anhand
threr Antigenprisentation, ihrer Wirtsspezifitiat und dem klinischen Erscheinungsbild, welches
sie bei einer Infektion verursachen, unterscheiden (GAL-MOR et al., 2014). Bis heute wurden

mehr als 3000 verschiedene Serovare gezéhlt (EL-SHARKAWY et al., 2017).

Weiters werden typhoide und nicht-typhoidale Salmonella (NTS)-Typen unterschieden. Die
typhoidalen Serovare, Salmonella enterica Serovar Typhi (S. Typhi) und Salmonella enterica
Serovar Paratyphi (auler Parathyphi B dT, der auch in Gefliigel vorkommt), sind
Krankheitserreger, die sich auf den Menschen beschridnken und dort das enterische (typhoide)
Fieber auslosen. Diese systemische Erkrankung zeichnet sich durch starkes Fieber,
Bauchschmerzen und unstillbaren Durchfall aus. Dabei kann es zu einer permanenten
Besiedelung verschiedener Organe kommen und diese Personen konnen den Erreger
intermittierend ausscheiden. Um dies zu verhindern, ist eine antibiotische Therapie angezeigt.
Salmonella enterica Serovar Enteritidis und Sa/monella enterica Serovar Typhimurium zdhlen
zu den NTS. Sie haben ein breites Wirtsspektrum, welches sich vom Menschen iiber Rinder,
Schweine, Gefliigel und Reptilien etc. erstreckt. In der Regel verursachen sie eine
selbstlimitierende Gastroenteritis, aber bei jungen, alten und immunsupprimierten Wirten
(YOPI) konnen sie auch eine systemische Infektion und Bakteridmie auslosen. Sehr selten
kommt es auch bei gesunden Personen zu typhoiden Verldufen (LAROCK et al., 2015). NTS
treten weltweit auf, wohingegen die typhoidale Form in verschiedenen Entwicklungslédndern,
aber auch in Landern mit Wasserknappheit endemisch ist, da es dort an sauberem Wasser bzw.

sanitidren Anlagen mangelt (GAL-MOR et al., 2014). In der EU ist die Salmonellose hinter der



Campylobacteriose die zweithdufigste gastrointestinale Infektion beim Menschen und spielt
eine grofle Rolle bei lebensmittelbedingten Krankheitsausbriichen. 2019 wurden in der EU
87.923 Fille von Salmonellose gemeldet (EFSA u. ECDC, 2021). Bis zum Jahr 2015 waren die
Infektionen riickldufig und sind seit dieser Zeit stabil. Die hdufigsten Ursachen fiir eine
lebensmittelbedingte Salmonellose sind der Verzehr von Eiern und Eiprodukten, gefolgt von
Backwaren, Schweinefleisch und jenen Produkten und Gerichten, bei welchen pflanzliche und

tierische Produkte gemeinsam zubereitet werden (EFSA u. ECDC, 2021).

Fiir Salmonellen betrdgt das Temperaturoptimum fiir ein Wachstum 37 °C, wobei aber auch bei
bestimmten Isolaten ein Wachstum ab 7 °C bis zu 54 °C beobachtet wird. Beim pH-Wert
befindet sich das Optimum bei 6,5 bis 7,5. Salmonellen kdnnen aber auch bei einem pH-Bereich
von 3,8-9,5 tiberleben (RYAN et al., 2017). Der primire Lebensraum von Salmonella ist der
tierische Wirt, in dem sie den GroBteil ihres Lebens verbringen. Dieser bietet durch eine
konstante Temperatur und eine groe Menge an freien Aminosduren und Zuckern die idealen
Bedingungen fiir das Wachstum der Bakterien. Salmonellen wurden schon bei einer Vielzahl

von Tierarten isoliert.

Der Mensch infiziert sich meist durch ungekochte tierische Lebensmittel wie Fleisch und Eier.
Es ist aber auch eine Infektion durch Obst und Gemiise mdglich, welches mit erregerhaltigem
Diinger in Beriihrung kam. Aulerdem sind Reptilien als Salmonella-Reservoire bekannt und
die Besitzer von solchen Tieren sind dementsprechend einem hdoheren Infektionsrisiko
ausgesetzt (WINFIELD u. GROISMAN, 2003). 10 % der Menschen, die mit S. Typhi infiziert
und nicht behandelt wurden, scheiden den Erreger bis zu drei Monate nach der Infektion im
Stuhl aus; 1 bis 4 % werden sogar zu chronischen, asymptomatischen Tragern und scheiden
Salmonella linger als 12 Monate lang aus. Bei chronischen Trdagern wird vermutet, dass S.
Typhi in der Gallenblase persistiert. Gallensteine fordern eine Besiedelung, da sie die
Biofilmbildung erhéhen und somit die Erreger vor dem Immunsystem schiitzen. Bei NTS
scheiden Erwachsene nach der Infektion im Durchschnitt einen Monat und Kinder unter fiinf

Jahren sieben Wochen lang Salmonella aus (GAL-MOR et al., 2014).

Vogel und Fliegen tragen dazu bei, Salmonellen iiber weite Strecken zu verteilen. Salmonellen
konnen in Fliegen bis zu vier Wochen tiberleben, was erstaunlich ist, da sich die physikalisch-

chemischen Bedingungen stark von Wirbelwirten unterscheiden. Dariiber hinaus werden



Salmonellen auch aus Wasserquellen isoliert, welche als Erregerreservoir die Ubertragung
zwischen Wirten unterstiitzen konnen. Ebenso konnen sie in Gewéssern mit hohen Salzgehalten
wie Meerwasser iiberleben. Der hohe Nihrstoffgehalt in Abwissern fordert das Uberleben von
Salmonellen, aber auch in nicht gediingten Boden kdnnen Sa/monella lange iiberleben. Wenn
Abwasser, Diingemittel oder andere mit Salmonellen kontaminierte Fliissigkeiten durch den
Boden sickern, werden die Salmonellen herausgefiltert. In diesem Okosystem kann Salmonella
bis zu einem Jahr {iberleben und sich unter Umstinden auch vermehren. Sogar in fiir
Salmonellen ungiinstigen Bedingungen sind sie bis zu 15 Tage liberlebensfahig. Mit der
Féhigkeit stindig in der Umwelt und im Wirt vorhanden zu sein, haben Salmonellen einen
zyklischen Lebensstil entwickelt, welcher sich ideal fiir die Vermehrung und Verteilung des

Erregers eignet (WINFIELD u. GROISMAN, 2003).

2.2, Horizontaler Gentransfer

Evolution kann nur durch die Anderung alter und die Entwicklung neuer Funktionen
voranschreiten. Bakterien besitzen ein weites Spektrum an Mdglichkeiten ihr Erbgut zu
verdndern. Durch eine schnelle Verdopplungszeit mit exponentiellem Wachstum konnen
Mutationen sehr schnell zu genetischen Verdnderungen fiihren. Zusétzlich bietet der
horizontale Gentransfer, durch die Aufnahme von ganzen Funktionseinheiten in Form von
freier DNA, Plasmiden, konjugierten Transposonen oder Phagen aus anderen Quellen
(Bakterien) die Mdglichkeit einer schnellen Anpassung. Uber den horizontalen Gentransfer
konnen Stoffwechselwege oder komplexe Oberflichenstrukturen erworben werden

(BRUSSOW et al., 2004).

Die Funktionseinheiten die beim horizontalen Gentransfer, auch als lateraler Gentransfer
bezeichnet, libertragen werden, werden auch mobile genetische Einheiten (MGEs) genannt
(GYLES u. BOERLIN, 2014). Die Moglichkeit zum horizontalen Gentransfer ist an folgende
Anforderungen gebunden: Erstens muss es moglich sein, die Spender-DNA an die
Empfangerzelle abzugeben; zweitens miissen die erworbenen MGEs in das Erbgut der
Empfingerzelle eingebaut werden; drittens miissen die erhaltenen Gene so exprimiert werden,

dass sie fiir die Empfingerzelle angemessen sind. Dies kann durch Konjugation,



Transformation und Transduktion erfiillt werden (Abb. 1). Fiir die Konjugation benétigt es den
physischen Kontakt zwischen der Spender- und Empféangerzelle. Die DNA wird iiblicherweise
iiber ein autotransferables, anderseits auch durch zu mobilisierende Plasmide, oder durch
chromosomaler DNA-Sequenzen, die ebenfalls durch Plasmide {iibertragen werden,
tibernommen. Diese Art der Informationsiibertragung ermoglicht auch den (seltenen)
Austausch zwischen verschiedenen Doménen, z. B. Bakterien und Pflanzen oder Bakterien und
Hefen (OCHMAN et al., 2000). Bei der Transformation wird freie DNA durch komplexe und
energiebediirftige Prozesse in ein Bakterium aufgenommen. Die Transduktion erfolgt mit Hilfe
von Viren, den sogenannten Bakteriophagen, kurz Phagen. Phagen sind Viren, welche
ausschlieflich Bakterien befallen und in ihnen ihre DNA replizieren. Durch den
versehentlichen Einbau von bakterieller Erbinformation in den Phagenkopf, kann
Erbgutinformation mittels der Phagen auf andere Bakterien {ibertragen werden. Mit dieser
Methode kann jede Region vom bakteriellen Chromosom {iibertragen werden. Sie wird daher
als generalisierte Transduktion bezeichnet. Mittels geméBigten oder lysogenen Phagen kann
eine spezialisierte Transduktion erfolgen. Lysogene Phagen werden fiir einige Zeit in das
Bakterienchromosom integriert. Durch unvollstdndige Exzision des Phagengenoms verbleiben
im Wirtsgenom Abschnitte, welche als neue transkribierende Erbinformation bestehen bleiben,
wodurch die darin codierenden Eigenschaften wie z.B. Virulenzgene dem Bakterium erhalten

bleiben (GYLES u. BOERLIN, 2014).

Das Zusammenspiel zwischen Phagen und Bakterien ist sehr komplex. Um ein Moron
(Funktionsgen in einem MGE) richtig exprimieren zu konnen, muss das Bakterium ein
geeignetes Chaperon und die richtigen Regulatoren besitzen, da diese nicht von der Prophage
kodiert werden. Diese Voraussetzung stellt eine deutliche Barriere flir die Ausbreitung der
Moronen dar. Bakterien konnen funktionelle Prophagen durch Selbstheilung auch wieder aus
ihrem Genom verlieren. Um den selektiven Vorteil eines Morons behalten zu konnen, schiitzen
sich Bakterien vor der Phagenlyse und ermdglichen so eine funktionelle Verbindung zwischen
der Entwicklung von Prophagen und Bakterien. Die Verbreitung solcher Morone scheint aber
oft auf eine Art bzw. eine eng verwandte Art des Wirtes beschrinkt zu sein. Das liegt vermutlich
daran, dass z.B. Virulenzfaktoren bereits sehr spezifisch ausgelegt sind und ein anderes Moron

in diesem Netzwerk nicht funktionieren wiirde. Zudem trigt nicht jede Prophage ein gesamtes

Moron (BRUSSOW et al., 2004).



Als Beispiel dafiir, wie die Aufnahme von Moronen die Biologie von Bakterien beeinflusst hat,
eignet sich Salmonella enterica Serovar Typhimurium. Dieser Bakterienserovar hat sich an
Nischen in der Umwelt und im Darm verschiedener Tierarten angepasst. Ein Grund dafiir sind
die Effektorproteine vom Typ III, welche durch bestimmte Prophagen iibertragen werden
konnen. Diese Proteine gehdren zu einer bestimmten Klasse von Virulenzfaktoren und spielen
bei der Pathogenese von Salmonellen eine zentrale Rolle (BRUSSOW et al., 2004). Phagen die
mit den Virulenzgenen fiir diese Typ III Effektorproteine assoziiert sind, sind z.B. Fels-1, Fels-
2, Gifsy-1, Gifsy-2 und SopE® (PANG et al., 2013).

Im Vergleich von genomischen Regionen bei globalen endemischen Salmonella enterica
Serovar Typhimurium Stdmmen, wurden hauptsédchlich in den Prophagenregionen Variationen
beobachtet (NGOI et al., 2018). Die Anzahl von mobilen Elementen durch Phagen kann ein
Grund fiir den Erfolg in der Verbreitung und Anpassungsfahigkeit von Salmonella sein, die in

den verschiedenen Serovaren vorhanden sind (D’ALESSANDRO et al., 2018).

A I B ‘ C

Abb. 1: (A) Bei der Konjugation wird durch direkten Kontakt das Erbgut aufgenommen. (B)
Durch Transformation wird freies Erbgut direkt iiber die Zellwand aufgenommen. (C) In der
Transduktion injiziert die Phage ihr Genom, welches dann aufgenommen werden kann.

&



2.3. Bakteriophagen

Bakteriophagen sind Viren, welche Bakterien infizieren. Sie sind fiir die Vermehrung an den
Stoffwechsel von Bakterien gebunden. Ganze Okosysteme konnen durch sie nachhaltig
verandert werden, da sie bestimmte Bakterienpopulationen ausloschen kdnnen. Zusétzlich
vermitteln sie den lateralen Gentransfer, konnen den Wirtsstoffwechsel verdndern und durch
Lyse die Bestandteile des Genoms im Umfeld verteilen. Die Infektion mit Phagen kann jedoch
auch negative Auswirkungen fiir den Menschen haben, wie etwa die Verteilung von

Antibiotikaresistenzen und Pathogenitétsfaktoren (AL-SHAYEB et al., 2020).

Abgesehen von unterschiedlichen Wirts- und Umweltfaktoren héngt die Reproduktionsrate
hauptséchlich von drei Faktoren ab: erstens von der Adsorptionsrate (Rate in welcher die
Phagen irreversibel an die Wirtszelle binden, diese Bindung ist der Beginn der Infektion),
zweitens von der Latenzzeit (Zeit ab dem Infizieren der Wirtszelle bis zur Freisetzung der neuen
Phagen) und drittens von der Burst-Groe (Menge der Viren, welche pro infizierter Zelle
freigesetzt werden). Um erfolgreich {iberleben zu kénnen, miissen Phagen ein Gleichgewicht
zwischen der Reproduktionsgrofle und gleichzeitigem Erhalt der Wirtspopulation erreichen,
wofiir ein ausbalanciertes Verhéltnis dieser drei Faktoren notwendig ist (KEEN, 2014). Anhand
ihres Lebenszyklus konnen Phagen in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden: lytische Phagen
(virulente) und lysogene Phagen (gemiBigte) (Abb. 2). Ein gewisser Teil von Phagen durchléuft
auch einen sogenannten pseudolysogenen Zyklus, in welchem sie sich nicht in das Chromosom
des Wirts integrieren, sondern nur als Plasmide in der Bakterienzelle vorliegen. Der lytische
Zyklus beginnt mit der irreversiblen Bindung und der darauffolgenden Injektion des
Phagengenoms in die Wirtszelle. Es beginnt die Transkription von Phagengenen und die
Replikation des Phagengenoms. Dabei werden die viralen Proteine synthetisiert, zu den
Phagenbestandteilen Kapsiden (Kopfen) und Schwénzchen (bei Schwanzphagen)
zusammengesetzt und das Phagengenom darin verpackt. AbschlieBend wird das Protein Holin
gebildet, wodurch es zur Zelllyse und somit zur Freisetzung der neu gebildeten Phagen kommt.
Beim lysogenen Zyklus haben die Phagen zwar auch die Eigenschaften, um den lytischen
Zyklus zu durchlaufen, anstelle dessen wird aber nach Eindringen in die Wirtszelle ihr Genom
in das Chromosom des Bakteriums integriert und sie werden somit zu Prophagen. Dieser Zyklus

wird durch einen spezifischen Phagenrepressor ermdglicht, welcher die Transkription der



meisten Phagengene, einschlieBlich der fiir den Lysezyklus, hemmt. Dieser Zustand kann
unendlich lange beibehalten werden und wird in der Regel nur durch eine Schidigung der DNA
durchbrochen. Je nach Phage und Wirt kann aber auch ein gewisses Mal} an spontaner Induktion
von Prophagen auftreten. Bakterien, welche Prophagen beherbergen, werden als ,,Lysogen*
bezeichnet und sind oft gegen andere lytische und lysogene Phagen immun (FORTIER u.
SEKULOVIC, 2013). Dieses Einbringen von neuen Genomen kann sich positiv auf die Fitness
des Wirtes auswirken, da diese Gene zum Beispiel fiir Resistenzgene kodieren oder aber fiir

Gene, die die Virulenz steigern (CHEN et al., 2005).

Wie die Phage mit dem Bakterium interagieren kann, hdngt von den Proteinen am
Phagenschwanz und den Rezeptoren auf dem Bakterium ab. Diese Rezeptoren sind Proteine
oder Lipopolysaccharide (LPS). FhuA, TolC, BtuB, OmpC, Vi-Kapselantigen, O-Antigen von
LPS und Flagellen sind als Salmonellen-Phagenrezeptoren bekannt. Die Priferenz fiir
verschiedene Flagellenrezeptoren unterscheidet sich zwischen den Phagen und ist nicht nur von
flagellotrophen Phagen, sondern auch von der Motilitidt und Richtungsrotation der Flagellen
selbst abhingig (CHATURONGAKUL u. OUNJAI 2014). Ein Grund fiir die Verhinderung
der Aufnahme von Phagen bei Salmonella Typhimurium koénnte die komplexe Natur vom
Salmonella Typhimurium LPS sein (SHIN et al., 2012). Die meisten Phagen haben ein
hochspezifisches und empfindliches Spektrum an moglichen Wirtsbakterien (TANG et al.,
2019). Durch dieses enge Wirtsspektrum eignen sie sich als Biokontrollmittel gegen pathogene
Erreger. Das Vorkommen dieser Phagen ist abhingig von dem Vorkommen ihres Wirtes
(PETSONG et al.,, 2019). Es gibt aber auch Salmonellenphagen, welche ein breites
Wirtsspektrum zeigen und einen sogenannten ,, Wide-host-range* (WHR) besitzen. Das konnte
Berichten zufolge darauf zuriickzufiihren sein, dass Phagen ein weiteres Wirtsspektrum zeigen,
wenn sie an Orten mit geringer Wirtsdichte vorkommen (HUANG et al., 2018). Auch wurde
beobachtet, dass eine schnellere Replikationsfahigkeit mit einem engen Wirtsspektrum
verbunden ist und eine langsamere Replikation fiir ein breiteres Spektrum spricht. Die
Geschwindigkeit der Replikation nimmt mit der GroBe des Genoms ab, kleinere Grof3en werden
schneller repliziert als grofere (KEEN, 2014). Es konnte in Versuchen nachgewiesen werden,
dass Salmonellenphagen Escherichia coli lysieren konnen ( KIM et al., 2018; MAHMOUDA
et al.,, 2018). Dies konnte auch umgekehrt mit Escherichia coli Phagen auf Salmonellen

beobachtet werden (AMARILLAS et al., 2016; GAMBINO et al., 2020; PHAM-KHANH et
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al., 2019). In einer anderen Studie wurde eine Escherichia coli Phage auf anderen Spezies
getestet. Die Phage konnte zwar keine anderen Spezies, auch keine der Enterobacteriaceae,
lysieren, eine Genomanalyse zeigte aber, dass die Phagenschwanzgene funktionelle Doménen
enthielten, die den Genen von Salmonellenphagen und Genen von Pseudomonas und Neisseria
sehr #hnlich waren (PENG u. YUAN, 2018). Genetische Homologien zwischen
Salmonellenphagen und Yersinienphagen konnten auch in verschiedenen Studien festgestellt
werden (LIN, 2016; SALEM et al., 2021; SCHWUDKE et al., 2007; ZHAO et al., 2019). Es
gibt auch Phagen wie PRDI, die ein breites Lysespektrum von Enterobacteriaceae inkl.

Pseudomonas aeruginosa aufweisen (GAMBINO et al., 2020).
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3. Material und Methoden
3.1. Material

3.1.1. Gerite

e Inkubatoren
o Inkubator (Revco Ultima)
o Inkubator (Memmert)
e Sterile Einmalpipetten (Greiner BioOne)
o 1000ul (686290)
o 100ul (772288)
o 10ul (765288)
e Glaspipetten
e Automatische Pipettierhilfe (Greiner BioOne)
e Reaktionsgefdl (Greiner BioOne)
o 2ml 623201
e Vortexer (IKA MS2 Minishaker)
e Petri Schalen (LabXperts, STM 101VR20)
e (laseprovetten
e Autoklav (Dampfsterilisator Multicentral BE)
e  Wirmeplatte
e Mikroskop
e Magnetriihrer (IKA KMO 2 electronic, Janke & Kunkel)
e (Glasflaschen
e Impfosen (Becker)
e Thermoschiittler
e Sterile Spateln
e Bunsenbrenner (Schiitt)
e Zentrifuge (Sigma)
e 20ml Spritzen, B. Braun Melsungen AG



3.1.2.

13

0,2um Filter VWR International™ North American
Aqua. bidest

Nihrmedien

LB Agar Miller (Thermo Scientific™ Oxoid 10081163)
LB Broth (VWR International OXOICM0996B)
Agarose (VWR International 732-2789)
MH - Broth (Oxoid CM 0405)
ssLB Agar (semi-solid LB Agar, 0,8% Agar)
NZCYM Agar (VWR Life Science; J865-500G)
ssNZCYM Agar (semi-sold NZCYM Agar, 0,8% Agar)
CCDA Agar (CMO0739; Oxoid)
GKS-Agar (1.05463.0500; Merck)
LB-Agar mit Antibiotika

o Ampicillin 50pg/ml

(@]

Chloramphenicol 32pg/ml

(@]

Streptomycin 500pg/ml
o Sulfamethoxazol 2000pg/ml
PI-Buffer (Prophage Induction Buffer):
o 5mM CaCl
o 100mM MgCl»
o Mueller Hinton Broth (CM0405; Oxoid) 21g in 1 Liter bidestilliertem Wasser
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3.1.3. Bakterien und Phagen

Es wurden aktivierte Prophagen (SATTLER, 2021; TROFEIT, 2021) von 40 Salmonella
Typhimurium und 4 Salmonella Enteritidis Isolaten auf 11 verschiedenen Salmonella Isolate (1
S. Tyhimurium, 1 §. Enteritidis, 1 S. Blockley, 1 S. Heidelberg, 1 S. Paratyphi, 1 S.
Typhimurium geif3ellos, 1 S. Virchow, 1 S. Hadar, 1 S. Rissen, 1 S. Kentucky, 1 S. B-Gruppe),
7 Enterobacteriaceae (1 Escherichia coli, 1 Klebsiella pneumoniae, 1, Citrobacter freundii, 1
Erwinia herbicola, 1 Proteus mirabilis, 1 Proteus vulgaris, 1 Serratia marcescens) und 3
Campylobacter jejuni Isolate auf Lyse getestet. Die aktivierten Typhimurium Prophagen, die
mehr als 4 Isolate lysieren konnten, und die Enteritidis Prophagen, die mindestens 2 Isolate
lysierten, wurden weiter verwendet und auf jeweils 50 Escherichia coli, Yersinia enterocolitica
Isolate sowie auf weiteren 40 Salmonella Isolaten unterschiedlicher Serovare auf Lyse
tiberpriift.

Die genaue Auflistung findet sich im Anhang (siche Tabellen 4-7).
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3.2. Vorbereitungsarbeiten

3.2.1. Herstellung der Agarplatten

LB-Agarplatten

Fiir die Herstellung der LB-Agarplatten wurden 7,5g LB-Agar (Thermo Scientific™ Oxoid™;
Agar Bacteriological; 10351303) und 12,5g LB Broth (Thermo Scientific Oxoid; Luria Bertani
Broth (Miller)-Oxoid; CM0996B) pro 500ml H>O eingewogen. In einer Glasflasche wurde die
Suspension mittels Magnetriihrer (IKA KMO 2 electronic; Janke & Kunkel) homogenisiert.
Die Suspension wurde autoklaviert, auf 50°C abgekiihlt und anschlieBend wurden jeweils 20ml
in eine sterile Petrischale (STM 101VR20, LabXperts) gegossen. Diese wurden kurz
geschwenkt und stehen gelassen, bis sich der Agar abgekiihlt und sich verfestigt hatte.

CCDA-Platten

Fiir die Herstellung der CCDA-Platten wurde 22,75g Campylobacter Blood-Free Selective
Agar Base (CM0739; Oxoid) eingewogen und bis zu 500ml mit dem bi-destillierten Wasser
aufgefiillt und autoklaviert. Jeweils 20ml der auf 50°C abgekiihlten Suspension wurden in eine
sterile Petrischale (STM 101VR20, LabXperts) gegossen. Die Petrischalen wurden darauthin

kurz geschwenkt und stehen gelassen, bis sich der Agar abgekiihlt und sich verfestigt hatte.

NZCYM-Agar

Fiir die Herstellung des NZCYM-Agar wurden 23,1 g NZCYM Broth (VWR Life Science;
J865-500G) und 15g Agar Bacteriological (Thermo Scientific™ Oxoid™; 10351303)
eingewogen und mit 1L bi-destilliertem Wasser aufgefiillt und autoklaviert. Jeweils 20ml der
auf 50°C abgekiihlten Suspension wurden in eine sterile Petrischale (STM 101VR20, Lab
Xperts) gegossen und gleichmifBig verteilt. Die Platten wurden stehen gelassen, bis sich der

Agar verfestigt hatte.

Gesamtkeimzahlagar (GKZ)
Fiir die Herstellung der Gesamtkeimzahlagarplatten wurden 22,5g Plate Count Agar (Merck;
1054630500) eingewogen und bis auf 1000ml mit bi-destilliertem Wasser aufgefiillt
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homogenisiert und autoklaviert. Danach wurde das Medium bis auf 50°C abgekiihlt und in

sterile Petrischalen (STM 101VR20, LabXperts) gegossen.

Semisolider LB-Agar (ssLBA)

Fiir die Herstellung von ssLBA wurden 7,5g LB Broth (Thermo Scientific Oxoid; Luria Bertani
Broth (Miller)-Oxoid; CM0996B) und 2,4g Agar Bacteriological (Thermo Scientific™
Oxo01d™; 10351303) in 300 ml bi-destilliertem Wasser gelost und autoklaviert. Anschliefend
wurde die Suspension in sterile Glasrdhrchen iiberfiihrt (4ml pro Rohrchen), bis auf

Raumtemperatur abgekiihlt und im Kiihlschrank aufbewahrt.

Semisolider NZCYM-Agar (ssNZCYMA)

Fiir die Herstellung von ssNZCYMA wurden 6,9g NZCYM Broth (VWR Life Science; J865-
500G) und 2,4g (Thermo Scientific™ Oxo0id™; Agar Bacteriological; 10351303) in 300ml bi-
destilliertem Wasser geldst und autoklaviert. AnschlieBend wurde die Suspension in sterile
Glasrohrchen iiberfithrt (4ml pro Rohrchen), bis auf Raumtemperatur abgekiihlt und im
Kiihlschrank aufbewahrt.

3.2.2. Anziichten der Wirtsstimme

Fiir die drei Campylobacterstimme wurde jeweils eine Kolonie auf einer CCDA-Platte
ausgestrichen und bei 42°C mikroaerophil fiir 48h inkubiert. Nach der Inkubation wurde ein
Teil der Kolonien von der Platte entnommen und in jeweils 10ml MH-Broth + 10M CaCl, +
10M MgSO4 aufgelost, bis eine dem McFarland Standard 5 entsprechende Triibung der

bakteriellen Suspension erreicht war.

Von den restlichen bakteriellen Stimmen wurde jeweils eine Kolonie auf GKS-Platten
ausgestrichen und bei 30°C aerob fiir 24h inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde ein Teil
der Kolonien von der Platte entnommen und in jeweils 10ml MH-Both + 5M CaCl, + 100mM
MgSO4 aufgeldst, bis sich eine Triibung der bakteriellen Suspension auf McFarland Standard
2 eingestellt hatte.
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Alle 50 E. coli, Yersinien und 40 Salmonellen wurden je auf einer LB-Platte ausgestrichen und

bei 30 oder 37°C fir 24h inkubiert.

3.2.3. Propagieren der Prophagen

Es wurden 100ul vom Phagenlysat, 1900ul bakterieller Suspension von WT14028s bzw.
DSM17420 und 24ul 1Mol CaCl, zu 4ml ssLBA pipettiert, gevortext und auf einer LBA-Platte
ausgegossen. Dieser Vorgang wurde mit 10ul Phagenlysat wiederholt. Es wurde gewartet, bis
die Platten ausgehértet waren und anschlieBend bei 30°C fiir 24h inkubiert. Am néchsten Tag
wurde die Anzahl der Plaques gezahlt (bei hohen Zahlen geschitzt) und notiert. Anschlieend
wurden 4ml SM-Puffer auf die Platte pipettiert, mit einer Drigalsky-Spatel die oberste Schicht
mit den Plaques zerstort und fiir 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die
Fliissigkeit in eine 2ml Tube pipettiert und fiir Smin bei 10.000rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde mit einem Filter von 0,2pm Durchmesser in ein neues 2ml Eppendorf Rohrchen steril
filtriert. Das gewonnene Phagenlysat wurde so auf eine Phagenkonzentration von ca. 10%®

PFU/ml gebracht und bis zur weiteren Verwendung im Kiihlschrank aufbewahrt.

3.3. Bakteriophagensensitivititstest

Fiir den Test wurden die Glasrohrchen mit 4ml ssLBA oder ssNZCYMA 10 min lang gekocht,
bis sich der Agar verfliissigt hatte. Die R6hrchen wurden dann in einem Thermoblock bis 50°C
abgekiihlt und bei dieser Temperatur warmgehalten. Zu den 4ml ssAgar wurden 24u1 1M CaClz

hinzu pipettiert und anschlieBend gevortext.

Fiir die Bestimmung der lytischen Aktivitidt der Bakteriophagen in Campylobacter wurden
ssNZCYMA und NZCYM-Agar verwendet. Fiir die anderen Bakterien wurden ssLBA und LB-
Agarverwendet. Daflir wurden 2ml der bakteriellen Suspension in MH-Bouillon mit einer
voreingestellten Triibung (McFarland Standard 5 fiir Campylobacter und McFarland Standard
2 fiir die restlichen getesteten Bakterien) zu 4ml mit 24ul 1MCaCl> komplementierter ssAgar-
Losung dazu pipettiert, gevortext und auf die entsprechende Platte ausgegossen. Nachdem die

Platten polymerisiert waren, wurden 2ul der Phagensuspension zupipettiert, wobei mit der
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Pipettenspitze der obere Layer des Agars angestochen wurde. Bei der Platte mit dem Salmonella
Typhimurium Stamm ATCC14028 (14028VT) wurden nur die Salmonella enteritidis
Prophagen aufgetragen. Umgekehrt wurde bei den Platten mit dem Salmonella Enteritidis
Stamm DSM 17420 die Prophagen von Salmonella Typhimurium aufgetragen.

Zusitzlich zu den Proben wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Als Negativkontrolle
wurden die oben genannten Wirtsstimme ohne Uberstand verwendet: 1ml von dem
Wirtsstamm mit der entsprechenden Triibung in MH- Bouillon plus Iml MH Bouillon.

Die Platten wurden fiir eine Stunde aufrecht in den Inkubator gestellt und danach umgedreht.
Die Platten mit Campylobacter wurden bei 42°C unter mikroaerophiler Atmosphire (5% O>
and 10% CO») fiir 48h inkubiert. Die Platten mit den anderen Bakterien wurden bei 30°C aerob
24h inkubiert.

Die Plaques wurden nach 24h bzw. 48h auf den Platten ausgezéhlt. Bei nicht makroskopisch
sichtbaren Plaques wurde mit Hilfe eines Mikroskops genau nachkontrolliert, ob sich dort
mikroskopisch sichtbare Plaques gebildet hatten.

Die Plaques, die sich bei der jeweiligen Phagensuspension gebildet hatten, wurden notiert.

3.4. Bakteriophagenlysespektrum

Von den Phagen des Serovars Typhimurium, die mehr als 3 Isolate und von denen des Serovars
Enteritidis Phagen, die mindestens 2 Isolate lysieren konnten, wurden 20ul des Phagenlysats
an den oberen Rand einer GKZ-Platte getropft und senkrecht nach unten rinnen gelassen. Fiir
eine Minute wurde die Platte bei Raumtemperatur stehen gelassen, bis die 20ul des
Phagenlysates eingezogen waren. AnschlieBend wurde mit einer sterilen Ose jeweils eine
Kolonie vom Bakterienisolat entnommen und in einer senkrechten Linie (zum Verlauf des
Pagenlysates) iiber das Phagenlysat auf der Platte ausgestrichen (Abb. 3). Die Platten wurden
bei 30°C fiir 24h inkubiert. Sollte sich ein Bakterienstamm von der Phage lysieren lassen,
konnte dies beim Kreuzungspunkt des Bakteriums und der Phage beobachtet werden. Als
Referenz wurde auf jeder Platte eine Kolonie von WT14028 bzw. DSM 17420 als
Positivkontrolle aufgetragen. Alle Kreuzungspunkte wurden unter dem Mikroskop genauer

betrachtet, um keine Mikroplaques zu iibersehen.
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Abb. 3: Das Phagenlysat (roter Pfeil) wurde aufgetropft und nach unten gezogen. Die Bakterien
(oranger Pfeil) wurden waagrecht zum Lysat ausgestrichen. In der Mitte wird das Wachstum
der Bakterien bei einer positiven Lyse unterbrochen (hellblauer Ring).
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4. Resultate

4.1. Bakteriophagensensibilititstest

Die Salmonellenphagen konnten keine Campylobacter, Escherichia coli oder andere der
Enterobacteriaceae lysieren. Von den Salmonella Typhimurium Prophagenlysaten waren
einige in der Lage Isolate der Serovare Enteritidis, Heidelberg und Virchow zu lysieren (fiir das
genaue Lysespektrum siehe Tabelle 6). Zusétzlich zu diesen Serovaren waren die
Prophagenlysate PS 2, PS 3 und PS L36B in der Lage, die Isolate des Salmonellenserovars
Blockley zu lysieren. Die Lysate PS 7, PS 11, PS 24 und PS 44 konnten den Serovar aus der B-
Gruppe lysieren. Die Lysate PS 28, PS 45 und PS 46 konnten das Isolat des Serovars Paratyphi
lysieren und das Lysat PS 47 lysierte die Isolate der Serovare Paratyphi und der B-Gruppe. Bei
den Salmonella Enteritidis Prophagen konnte PSE 7 die Isolate des Serovars Virchow und
Heidelberg lysieren. PSE 18 konnte die Isolate des Serovars Blockley lysieren und PSE 27D
lysierte die Isolate der Serovare Virchow, Paratyphi und Heidelberg. Alle Resultate sind in
Tabellen 5 und 6 gelistet. In der Abbildung 4 ist veranschaulicht, wie sich die Ergebnisse auf
der Agarplatte darstellten.

Die Phagenlysate PS 2, PS 3, PS 7, PS 11, PS 24, PS 28, PS 44, PS 45, PS 46, PS 47, PS L18B,
PS L36B und PSE 7 wurden fiir den Bakteriophagenlysespektrumtest ausgewéhlt.
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Abb. 4: An der Stelle, an der das Phagenlysat aufgetropft wurde, bildete sich bei einem
positiven Ergebnis ein Plaque im Zellrasen.

Tabelle 1: Ergebnis Bakteriophagensensibilitétstest von Salmonella Enteritidis Prophagen.

P = lysiert; - = nicht lysiert.
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Tabelle 2: Ergebnisse Bakteriophagensensibilitdtstest von Sa/monella Typhimurium

aktivierten Prophagen. P = lysiert; - = nicht lysiert
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4.2, Bakteriophagenlysespektrum

Von den weiter verwendeten Phagen konnte keiner ein Isolat von Escherichia coli oder Yersinia
enterocolitica lysieren. Bei den Salmonellen konnten alle Isolate der Serovare Enteritidis und
Heidelberg, bis auf wenige Ausnahmen, von allen getesteten Phagen lysiert werden. Von den
Isolaten des Serovars Blockley konnte PS 2 alle, PS L36B alle bis auf eines (FS 77) und PS 3
nur ein Isolat (FS 82) lysieren. Auch PS 7 konnte hier ein Isolat vom Serovar Blockley lysieren.
Bei den Isolaten vom Serovar Paratyphi konnten PS 28, PS 45, PS 46 und PS 47 alle und PS
L18B kein Isolat lysieren. Die Isolate des Serovars Virchow konnten von nur jeweils einem
Phagenlysat lysiert werden. Das Phagenlysat von Salmonella Enteritidis konnte in diesem
Versuch nur Isolate des Serovars Enteritidis lysieren. Die genauen Ergebnisse sind in der

Tabelle 7 aufgelistet. In der Abb. 5 wird das Ergebnis einer Platte veranschaulicht.

Abb. 5: Das Wachstum der Bakterien, die lysiert werden, wird an der Stelle des aufgebrachten
Phagenlysates unterbrochen.
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nicht lysiert

Tabelle 3: Bakteriophagenlysespektrum bei Salmonellen. P = lysiert; -

PSE
7

PS

PS

PS | PS | PS | PS

11 (24 | 28 | 44 | 46 | 45 | 47 |L18B|L36B

PS | PS| PS

PS
7

PS
3

PS
2

P

>
>
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
p
p
p

p
p

p

p
p

P
P

Stamme

FS 4A

FS 4

FS5
FS 10
FS 15
FS 19
FS 27B
FS 30
FS 34
FS51
FS 52
FS 55

FS 56
FS 60
FS 63
FS 64
FS 69
FS 77
FS78
FS 80
FS 82
FS 83
FS 88
FS91
WS 27A
WS 27D
WS 30A
WS 308
WS 43

WS 47

WS 60

WS 75

WS 77A
VS 87

M 21

S7
S18
5157
S 187

L18
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurden verschiedene aktivierte Salmonellenprophagen auf ihr
Infektionsspektrum untersucht. Alle aktivierten Phagen wurden auf verschiedene
Salmonellenisolate, Isolate anderer Enterobacteriaceae und Campylobacter coli und C. jejuni
getestet, um solche mit einem breiten Wirtsspektrum herauszufiltern. Von den 40 aktivierten
Salmonella Typhimurium Prophagen konnten zwdlf mehr als drei unterschiedliche Isolate
infizieren. Bei den vier aktivierten Salmonella Enteritidis Prophagen konnten zwei davon
mindestens zwei unterschiedliche Isolate lysieren. Diese zwolf Phagen wurden auf weiteren 50
verschiedenen E.coli, 50 Yersinien enterocolitica und 40 Salmonellen unterschiedlicher
Serovare getestet. Von allen getesteten Bakterien konnten nur Salmonellen Isolate
unterschiedlicher Serovare lysiert werden. Bei den E.coli und Yersinien wurde kein Isolat von

den Phagen lysiert.

In dieser Arbeit konnte nicht gezeigt werden, dass aktivierte Salmonellenprophagen andere
Isolate von Salmonellen Serovaren infizieren konnen. Ob und wie hdufig eine Infektion anderer
Serovare unter natiirlichen Bedingungen ausgelost werden kann, ist mit diesem Versuch nicht
beurteilbar. Studien von MAHMOUDA et al. (2017) und KIM et al. (2018) fanden heraus, dass
es Salmonellenphagen moglich ist, E. coli zu infizieren. ZHAO et al. (2019) konnten
nachweisen, dass sich Salmonellenphagen und Yersinienphagen genetisch &hneln
(SCHWUDKE et al., 2007, ZHAO et al, 2019), was eine mogliche Infektion und
Transformation nicht ausschliefen ldsst. In diesen Arbeiten wurde eine Infektion von Yersinien
mit Salmonellenphagen nicht durchgefiihrt. Auch in den von uns durchgefiihrten
Infektionsstudien mit aus Salmonellen aktivierten Prophagen konnten keine Yersinia

enterocolitica Isolate lysiert werden.

Um zu sehen, warum die aktivierten Prophagen mehrere Isolate unterschiedlicher
Salmonellenserovare lysieren konnten, miissten die Phagen mit besonderer Riicksicht auf die
GroBBe des Erbgutes und die Reproduktionsgeschwindigkeit untersucht werden. Kleinere
Erbgutgrofen lassen sich schneller replizieren und gehen mit einem kleineren Wirtsspektrum
einher, wobei sich langsam replizierende Phagen ein groferes Wirtsspektrum aneignen konnen

(KEEN, 2014). Da es sich bei den in dieser Arbeit verwendeten Proben um keine reinen
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Phagenisolate, sondern direkt aus dem Wirt gewonnene aktivierte Prophagenlysate handelte,
miisste auch abgekléart werden, ob sich nur eine oder mehrere verschiedene aktivierte Prophagen
im Lysat befinden. Bakterien konnen verschiedenste Mechanismen aufweisen, um sich vor
einer Phagen Infektion zu schiitzen. Als Beispiel kann bei Salmonellen das PmrA/PmrB-
System angefiihrt werden, welches zu den Resistenzmodifikationsmechanismen gehort. Es
ermdglicht den Salmonellen eine Phageninfektionen zu verhindern, ebenso wie es Resistenzen
fiir bestimmte Antibiotika verleiht und das Immunsystem des bakteriellen Wirtes (Mensch,
Tier) beeinflusst (HOLGUIN et al., 2019). Um die Phagenvermehrung verhindern zu konnen,
besitzen Salmonellen im Wesentlichen vier Mechanismen. Die erste Mdglichkeit ist die
Hemmung der Phagenabsorption (DRULIS-KAWA et al., 2015) iiber eine Verdnderung des
Phagenrezeptors. Dieser ldsst sich vom Bakterium relativ leicht verdndern, wihrend Phagen
lingere Zeitrdume bendtigen, um sich einer neuen Mutation im Rezeptor anzupassen
(HOLUGIN et al., 2019). Die zweite Methode ist das Superinfektionsausschlusssystem (SIE),
welches eine Integration des Erbgutes verhindert. Als drittes sind das
Restriktionsmodifikationssystem (RM) und das ,clustered regularly interspaced short
palindromic repeats” (CRISPR) System zu nennen. Beide bauen das Phagengenom ab. Der
vierte Mechanismus ist das abortive Infektionssystem (ABI), welches die Transkription,
Translation und Virusassemblierung der Phagen blockiert (DRULIS-KAWA et al., 2015).
Diese Prozesse konnten dafiir verantwortlich sein, dass in dieser Studie das Salmonella Isolat
vom Serovar Virchow F76 urspriinglich von beinah allen aktivierten Prophagen lysiert werden
konnte, im Bakteriophagenlysespektrumtest konnten aber weitere Isolate des Serovars Virchow
VS 87 und M21 nur von jeweils einer Phage lysiert werden. VS 87 und M21 sind also sehr
resistent gegen eine Infektion von Phagen, wohingegen F76 kaum solche Resistenzen aufweist.
Die Resistenzmechanismen konnen auch der Grund dafiir sein, dass in der vorliegenden
Untersuchung gewisse Salmonella Isolate des Serovars Enteritidis von fast allen aktivierten
Prophagenlystaten lysiert werden konnten, aber von bestimmten einzelnen dieser aktivierten

Phagen nicht.

Eine andere Studie zeigte, dass Salmonellenprophagen mit einer geringen Wirtsdichte in der
Umgebung eine grofBere Wahrscheinlichkeit haben, ein breiteres Wirtsspektrum zu entwickeln

(HUANG et al., 2018).



27

Bei Salmonella sind die bekanntesten Phagenrezeptoren: Flagella-Proteine, OmpC, BtuB,
TolC, FhuA, O-Antigen von LPS und Vi-capsular-Antigene. Diese Vielfalt an Wirtsrezeptoren
ermdglicht den Phagen einen breiteren Wirtsbereich zu infizieren (CHATURONGAKUL u.
OUNIJAL 2014).

Durch den horizontalen Gentransfer konnen Phagen mittels Transduktion Virulenz- und
Resistenzgene libertragen. So konnte in einem Versuch gezeigt werden, dass Phagen das
Chloramphenicol-Resistenzgen von Salmonella enterica Serovar Typhimurium auf einen
Empfangerstamm tibertragen konnte (MORENO WEITT et al., 2013). Von den Prophagen
Fels-1, Fels-2, Gifsy-1 und Gifsy-2, die bei Salmonella enterica Serovar Typhimurium
gefunden wurden, spielen die Gifsy-Prophagen eine wichtige Rolle in der intrazelluldren
Replikation der Bakterien (NGOI et al., 2018). Die Virulenzgene sodC1, gtgE, sopE und gtgB
konnen von Gifsy-2 libertragen werden und wurden in Sa/monella enterica Serovar Enteritidis
und Serovar Typhimurium nachgewiesen (CAPUANO et al., 2013). In anderen Studien konnte
sopE ebenso in Salmonella enterica Serovar Typhimurium und Serovar Enteritidis
nachgewiesen werden, aber ebenso im Serovar Virchow (IOANNIDIS et al., 2013) und Serovar
Heidelberg (PRAGER et al., 2000). Bei einer Untersuchung von Sa/monella enterica Serovar
Heidelberg Isolaten konnte die Prophage Gifsy-2 und in einzelnen Fillen auch die Phagen Fels-
2 und ST64B isoliert werden (HOFFMANN et al., 2014). Die Phage ST64B ist auch aus dem
Serovar Typhimurium bekannt und kodiert fiir Virulenzfaktoren, die den Typ III
Effektorproteinen dhnlich sind. Es gibt auch Phagenfunde die auf eine Koevolution zwischen
zwei Arten hindeutet (Hybridphagen). So wurde die Prophage CP4-57 im Serovar
Typhimurium gefunden, aber auch in E. coli Isolaten (PANG et al., 2013). Die durch
Transduktion neu gewonnen Gene kdnnen somit die Ausbreitung und Virulenz der Salmonellen
fordern. Dieses Wissen sollte bei der Bekdmpfung dieses Erregers nicht aulleracht gelassen

werden.
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6. Zusammenfassung

Salmonellen zdhlen zu den wichtigsten bakteriellen Lebensmittelinfektionserregern, die
Ausbruchserkrankungen hervorrufen. Das Vorhandensein von Salmonellenprophagen in vielen
Salmonellen-Lebensmittelisolaten ist seit der Verdffentlichung von Ganzgenomsequenzdaten
bekannt. In wie weit aber aktivierte Prophagen unterschiedlicher Serovare (Typhimurium und
Enteritidis) in der Lage sind andere Salmonella Serovare, andere Enterobacteriaceae, wie E.
coli und Yersinia enterocolitica, oder aber wenig verwandte Bakterien, die sich aber im selben
Lebensraum bewegen, wie Campylobacter coli und C. jejuni zu infizieren, wurden bisher nicht
in breiteren Studien untersucht. In dieser Arbeit wurden 40 aktivierte Prophagenlysate von
Isolaten des Serovar Typhimurium und 4 des Serovars Enteritidis auf ihr Wirtsspektrum
untersucht. Dabei zeigte sich, dass keines dieser aktivierten Prophagenlysate in der Lage war
andere Enterobacteriaceae, C. coli oder C. jejuni zu lysieren, aber sehr wohl in der Lage waren
andere Salmonellen Serovare zu infizieren. Das Serovar Virchow Isolat lieB sich von 38
aktivierten Prophagenlysaten (35 der Lysate des Serovars Typhimurium und 3 Lysaten des
Serovars Enteritidis) infizieren, das Serovar Heidelberg Isolat von 36 (34 der Lysate des
Serovars Typhimurium und 2 Lysaten des Serovars Enteritidis), der Serovar Enteritidis DSM
17420, der als Anzuchtmedium fiir aktivierte Prophagen aus den Serovar Enteritidis Isolaten
verwendet wurde, konnte zusétzlich von 28 aktivierten Prophagenlysaten des Serovar
Typhimurium infiziert werden. Ein Serovar der B-Gruppe, das nicht weiter differenzierbar war
konnte von 6, das Paratyphi sowie das Blockley Isolat konnte von 2 Lysaten infiziert werden.
Bei der Uberpriifung der ausgewihlten Lysate konnten in allen gepriiften Isolaten der
verschiedenen Serovare sowohl gut als auch schlecht lysierbare Isolate identifiziert werden.

Allerdings gab es kein Isolat, dass nicht mindestens von einem Lysat infiziert werden konnte.

Die Hypothese, dass aktivierte Prophagen aus Isolaten der Salmonellen Serovare Typhimurium
und Enteritidis in der Lage sind verschiedenste Salmonellen Serovare zu infizieren konnte
bestitigt werden. Allerdings waren keine der gewonnenen Prophagen Lysate in dieser Studie

in der Lage andere Enterobactericeae, C. jejuni, oder C. coli zu infizieren.
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7. Abstract

Salmonella are the most important bacterial pathogens causing human food-borne disease
outbreaks. Since the publication of whole genome sequencing data, it is known that many
Salmonella food isolates harbour prophages in their genome. So far it has not been extensively
reported if activated prophages from different serovars (Typhimurium und Enteritidis) are able
to infect other Salmonella serovars, other enterobacteriaceae, like E. coli and Yersinia
enterocolitica, or non-similar bacteria like Campylobacter coli and C. jejuni, which have
similar habitats. In this work 40 activated prophage lysates from Salmonella serovar
Typhimurium isolates and 3 activated prophage lysates from Sal/monella serovar Enteritidis
were analysed for their extended host spectrum. None of these activated prophage lysates was
able to infect any Enterobacteriaceae, C. coli or C. jejuni, but could infect other Salmonella
serovars. One isolate of serovar Virchow could be infected by 38 activated prophage lysates
(35 of serovar Typhimurium and 3 of serovar Enteritidis), an isolate of serovar Heidelberg was
able to be lysed by 36 (34 of serovar Typhimurium and 2 of serovar Enteritidis), DSM 17420
serovar Enteritidis, that was used as culture strain for prophage activation of serovar Enteritidis,
could be lysed by another 28 lysates of serovar Typhimurium, a non-type-able isolate of the B-
group and one Paratyphi isolate could be infected by 6 lysates each and one Blockley isolate
could be lysed by 2 activated prophage lysates. All different serovars under study haboured
more sensitive and more resistant isolates, but no isolate was tested that could not be infected

by at least one of the activated prophages.

The hypotheses, that activated prophages from Salmonella serovar Typhimurium and
Enteritidis are able to infect various different Salmonella serovars could be confirmed.
Nevertheless, non of the activiated prophage lysates were able to infect any other

enterobactericeae, nor C. jejuni, or C. coli.
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9. Anhang

Tabelle 4: Bakterien fiir Bakteriophagensensitivitétstest

Name Bakterienart Serotyp Herkunft

NCTC Campylobacter jejuni DSMZ

12662

NCTC Campylobacter jejuni DSMZ

11168

C 81-176 Campylobacter jejuni

DSM Escherichia coli DSMZ

122420

WT 14028  Salmonella Typhimurium ATCC

DSM 17420  Salmonella Enteritidis DSMZ

F22 Salmonella Blockley *

F27A Salmonella Heidelberg *

F29 Salmonella Paratyphi *

FS 47 Salmonella Typhimurium *
geillellos

FS 76 Salmonella Virchow *

WS 84 Salmonella Hadar *

M 63 Salmonella Rissen *

M 67 Salmonella Kentucky *

M 98 Salmonella B - Gruppe *
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ATCC Klebsiella ATCC

13883 pneunomium

ATCC 8090 Citrobacter freundii ATCC
Erwinia herbicola ATCC
Proteus mirabilis ATCC
Proteus vulgaris ATCC
Serratia marcescens ATCC

*Stammsammlung der Abteilung fiir Hygiene und Technologie von Lebensmitteln der
Veterindrmedizinischen Universitdt Wien

Tabelle 5: Aktivierte Salmonella Typhimurium Prophagen

Name Name Name Name
PS 1 PS 14 PS 25 PS 37
PS2 PS 15 PS 26 PS 38
PS 3 PS 16 PS 27 PS 43
PS4 PS 17 PS 28 PS 44
PS5 PS 19 PS 30 PS 45
PS7 PS 20 PS 31 PS 46
PS 8 PS 21 PS 32 PS 47
PS9 PS 22 PS 33 PSL18B
PS 11 PS 23 PS 35 PSL36B
PS 13 PS 24 PS 36 PS S157

Tabelle 6: Aktivierte Salmonella Enteritidis Prophagen

Name

PSE 7

PSE 18
PSE 27D
PSE US30B




Tabelle 7: Bakterien fiir Bakteriophagenlysespektrum

38

Name Bakterienart Serotyp Herkunft
E3 Escherichia coli *
E 4 Escherichia coli *
E 9s Escherichia coli *
E 10s Escherichia coli *
E 11sa Escherichia coli *
E 11sb Escherichia coli *
E 12sa Escherichia coli *
E 12sb Escherichia coli *
E 13s Escherichia coli *
E 14s Escherichia coli *
E 15s Escherichia coli *
E 18sa Escherichia coli *
E 18sb Escherichia coli *
E 19s Escherichia coli *
E 21s Escherichia coli *
E 22sa Escherichia coli *
E 22sb Escherichia coli *
E 23s Escherichia coli *
E 24s Escherichia coli *
E 25s Escherichia coli *
E 26sa Escherichia coli *
E 26sb Escherichia coli *
E 27s Escherichia coli *
E 28sa Escherichia coli *
E 28sb Escherichia coli *
E 30sa Escherichia coli *
E 30sb Escherichia coli *

E 31sa

Escherichia coli
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E 31sb Escherichia coli
E 32s Escherichia coli
E 33sa Escherichia coli
E 33sb Escherichia coli
E 34s Escherichia coli
E 35sa Escherichia coli
E 35sb Escherichia coli
E 36s Escherichia coli
E 37s Escherichia coli
E 38sa Escherichia coli
E 38sb Escherichia coli
E 40s Escherichia coli
E 1Ma Escherichia coli
E 1Mb Escherichia coli
E 2M Escherichia coli
E 3M Escherichia coli
E 4M Escherichia coli
E SMa Escherichia coli
E 5Mb Escherichia coli
E 6Mb Escherichia coli
E 7™ Escherichia coli
E 15Mb | Escherichia coli
2011 06 Yersinia enterocolitica
2011 07 Yersinia enterocolitica
2011 38 Yersinia enterocolitica
2011 39 Yersinia enterocolitica
2011 129  Yersinia enterocolitica
2011 137  Yersinia enterocolitica
2012 15 Yersinia enterocolitica

2012 16

Yersinia enterocolitica
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2012 58

Yersinia enterocolitica

2012 134

Yersinia enterocolitica

2012 138
201371

Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica

2013 117

Yersinia enterocolitica

2013 128

Yersinia enterocolitica

2013 132

Yersinia enterocolitica

2013 185

Yersinia enterocolitica

2014 12

Yersinia enterocolitica

2014 41

Yersinia enterocolitica

2014 77

Yersinia enterocolitica

201479

Yersinia enterocolitica

2014 94

Yersinia enterocolitica

20157

Yersinia enterocolitica

2015 14

Yersinia enterocolitica

201515

Yersinia enterocolitica

2015 131

Yersinia enterocolitica

2015134

Yersinia enterocolitica

2016 16

Yersinia enterocolitica

2016 48

Yersinia enterocolitica

2016 111

Yersinia enterocolitica

2016 153

Yersinia enterocolitica

Y 9s

Y18s 1Kkl.

Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica

Y 22s-¢

Yersinia enterocolitica

Y 36M-a
Y 17M-a
Y 32M-a

Yersinia enterocolitica
Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica

Y 28M-a
Y 10s-a

Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica
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Y 13s-a Yersinia enterocolitica

Y 18s1 9% | Yersinia enterocolitica

Y 36M-b  Yersinia enterocolitica

Y 17M-b | Yersinia enterocolitica

Y 3M-b Yersinia enterocolitica

Y 28M-a  Yersinia enterocolitica

Y 10s-b Yersinia enterocolitica

Y 13s-a Yersinia enterocolitica

Y 18s-a*  Yersinia enterocolitica

Y 22M-a  Yersinia enterocolitica

Y 36M-c  Yersinia enterocolitica

Y 23M-a  Yersinia enterocolitica

FS 4A Salmonella Enteritidis
FS 4 Salmonella

FS 5 Salmonella Enteritidis
FS 10 Salmonella Enteritidis
FS 15 Salmonella Enteritidis
FS 19 Salmonella Enteritidis
FS 27B Salmonella Enteritidis
FS 30 Salmonella Enteritidis
FS 34 Salmonella Enteritidis
FS 51 Salmonella Enteritidis
FS 52 Salmonella Enteritidis
FS 55 Salmonella Enteritidis
FS 56 Salmonella Blockley
FS 60 Salmonella Enteritidis
FS 63 Salmonella Enteritidis
FS 64 Salmonella Blockley
FS 69 Salmonella Enteritidis
FS 77 Salmonella Blockley
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FS 78 Salmonella Heidelberg *
FS 80 Salmonella Blockley *
FS 82 Salmonella Blockley *
FS 83 Salmonella Enteritidis *
FS 88 Salmonella Blockley *
FS 91 Salmonella Enteritidis *
WS 27A  Salmonella Enteritidis *
WS 27D | Salmonella Enteritidis *
WS 30A  Salmonella Enteritidis *
WS 30B | Salmonella Enteritidis *
WS 43 Salmonella Paratyphi *
WS 47 Salmonella Enteritidis *
WS 60 Salmonella Paratyphi *
WS 75 Salmonella *
WS 77A  Salmonella Heidelberg *
VS 87 Salmonella Virchow *
M 21 Salmonella Virchow *
S7 Salmonella Enteritidis *
S 18 Salmonella Enteritidis *
S 157 Salmonella Typhimurium @ *
S 187 Salmonella Heidelberg *

*Stammsammlung der Abteilung fiir Hygiene und

Veterinarmedizinischen Universitiat Wien
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12. Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ul Mikroliter

Abb. Abbildung

ABI abortive Infektionssystem

Aqua bidest. doppelt destilliertes Wasser

CaCl Calciumchlorid

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
DNA Desoxyribonucleinsiure

E. coli Escherichia coli
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Fa.

GKZ

LB

LPS

MGE
MgSO4
MH
min

ml
NTS
PCR
PFU/ml
RM
rpm

S.

SIE
ssLB
ssLBA
Tab.

WHR
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Firma

Gesamtkeimzahl

Stunde

lysogenic broth
Lipopolysaccharide

Mol

mobile genetische Einheit
Magnesiumsulfat

Miiller Hinton

Minute

Milliliter

nicht typhoidale Salmonellen
Polymerase Chain Reaction
plaque forming units per millilitre
Resistenzmodifikationsmechanismus
rounds per minute

Salmonella
Superinfektionsausschlusssystem
semi solid lysogenic broth

semi solid lysogenic broth Agar
Tabelle

wide host range
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