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1. Einleitung und Fragestellung

Ein vieldiskutiertes Thema in den letzten Jahren ist der Einsatz von Bakteriophagen, Viren,
die spezifisch nur Bakterien befallen, als Antibiotikaersatz in Klinik- und
Lebensmittelbereich, da aufgrund steigender Antibiotikaresistenzen nach Alternativen gesucht
wird. Wihrend Bakteriophagen in einigen Nicht-EU-Landern bereits zum Einsatz kommen,
ist die EU vorsichtiger und zuriickhaltend in ihren Empfehlungen, hier fehlen vor allem
evidenzbasierte Studien nach westlichen MaBstiben im Zusammenhang mit Wirkung und
Sicherheit (Wienhold et al. 2019). Die rein lytischen Phagen, die zum Einsatz kommen sollen,
gelten zwar als ungefdhrlich, jedoch gibt es auch Vorbehalte, etwa hinsichtlich ihres
Potentials, unerwiinschte Merkmale wie Antibiotikaresistenzen und pathogene Eigenschaften

zu Uibertragen (Garcia et al. 2008).

Grundsitzlich kann man Bakteriophagen nach dem Zustand unterscheiden, in dem sie
vorkommen. Dabei konnen lytische (virulente) Bakteriophagen, die ihr Zielbakterium
auflosen und somit unschidlich machen, von lysogenen (temperenten) Phagen unterschieden
werden (Fuchs et al. 2014). Lysogene Phagen konnen zur Evolution der Bakterien beitragen,
indem sie ihre DNA ins Wirtsgenom einbauen (es entsteht ein Prophage), wodurch sie ihrem
Wirt neue Eigenschaften verleihen und sein Verhalten vielfaltig beeinflussen konnen (Wahl et
al. 2019). So konnen sie fiir verschiedene Fitnessfaktoren kodieren oder die Wirkungsweise
des bakteriellen Gens, in das sie integriert sind, verdndern (Briissow et al. 2004). Auch
komplexere Einflussnahme ist moglich, wie etwa bei der aktiven Lysogenie, bei der der Phage

bestimmt, wann das Gen, in das er integriert ist, exprimiert wird (Feiner et al. 2015).

Wiéhrend die Beitrdge der Bakteriophagen zur Pathogenitit von Bakterien (z. B.:
phagenkodierte Virulenzfaktoren) bereits gut untersucht sind, gibt es iiber ihre Auswirkungen
auf die Stoffwechselleistungen des Wirtsbakteriums weniger Arbeiten (Wahl et al. 2019).
Bekannt ist, dass lytische Phagen den Wirtsstoffwechsel fiir eine erfolgreiche

Phagenproduktion adaptieren und reprogrammieren (Roucourt und Lavigne 2009).

Bei temperenten Phagen scheint der Einfluss auf den Stoffwechsel je nach Bakteriophage und

Wirt unterschiedlich zu sein: wihrend sich bei Desulfovibrio-Arten die Entfernung seiner



Prophagen aus dem Genom auf den Stoffwechsel auswirkte (Balarjishvili et al. 2021), lieBen
sich bei Corynebacterium glutamicum nach Entfernung von dessen Prophagen aus dem

Genom keine signifikanten Unterschiede feststellen (Baumgart et al. 2013).

Dabei spielt der Metabolismus auch fiir die Pathogenese von Bakterien eine wichtige Rolle:
So erlauben Virulenzfaktoren wie Typ-III-Sekretionssystem und Effektorproteine bei
Salmonella Typhimurium zwar den Eintritt in den intrazelluldiren Raum (Gerlach und Hensel
2007), fiir Wachstum und Uberleben ist allerdings eine Anpassung des Stoffwechsels an die
gednderten Umgebungsbedingungen, wie verfligbare Néhrstoffe, von entscheidender

Bedeutung (Taylor und Winter 2020).

Bei Salmonella enterica, einem der hédufigsten lebensmitteliibertragenen Krankheitserreger
weltweit, handelt es sich um ein sehr anpassungsfahiges Bakterium, das dazu noch eine grof3e
Diversitiat aufweist, mit iiber 2500 Serovaren, die wiederum etliche Stimme beinhalten
(Selbitz et al. 2015). Dazu finden sich immer wieder Isolate unterschiedlicher Salmonella-
Stimme mit atypischen biochemischen Eigenschaften, bei denen oftmals der Verdacht
besteht, dass sie im Zuge einer Anpassung an verdnderte Umgebungsbedingungen entstanden
sind (McDonough et al. 2000, Mourao et al. 2020, Sakano et al. 2013). Woher diese
verdanderten Eigenschaften kommen, ist nicht immer bekannt. Allgemein koénnen Bakterien
thre Eigenschaften auf verschiedenen Wegen verdndern. Neben Mutationen spielen
Geniibertragungen durch Transformation, Konjugation und Transduktion, die Weitergabe von

genetischem Material durch Bakteriophagen, eine Rolle (Fuchs et al. 2014).

Im Rahmen dieser Diplomarbeit soll untersucht werden, ob sich eine Prophageninfektion
direkt auf die biochemischen Eigenschaften von Salmonellen auswirken kann. Die
Arbeitshypothese lautet: Eine Phageninfektion hat Auswirkungen auf den Stoffwechsel von
Salmonella Typhimurium. Zu diesem Zweck wird ein Salmonella Typhimurium Stamm mit
temperenten Phagen infiziert. Im Anschluss daran werden seine biochemischen Eigenschaften

mithilfe eines Multitestsystems (EnteroPluri-Test) iiberpriift.



2. Literaturiibersicht

2.1 Bakteriophagen

Bekannt sind Bakteriophagen bereits seit Beginn des 20. Jahrhunderts, erste Arbeiten leisteten
hier vor allem d'Herelle und Twort. Wéhrend die westliche Welt im Zuge der Antibiotika-
Entwicklung in den 40ern das Interesse an ihnen verlor, waren sie in anderen Lindern
weiterhin in Gebrauch (Fuchs et al. 2014). Mit zunehmenden Resistenzen gegen Antibiotika
gewannen sie wieder an Interesse. Wihrend sie in Landern wie Georgien, in Osteuropa und
Russland routineméfig sowohl therapeutisch als auch im Lebensmittelbereich zum Einsatz
kommen, sind EU-Léander hier zuriickhaltender, fehlen doch vor allem evidenzbasierte
Studien zu ihrer Sicherheit nach westlichen MaBistiben (Garcia et al. 2008, Vikram et al.

2021, Wienhold et al. 2019).

Bei Bakteriophagen (kurz: Phagen) handelt es sich um Viren, die spezifisch nur Bakterien
befallen. Sie kommen ubiquitdr vor und sind weltweit verbreitet. Thr Erregerspektrum ist
dabei oft sehr spezifisch. So befallen die meisten Phagen nur eine Spezies von Bakterien,
manche auch nur einzelne Stimme. Bei den Phagen kann man verschiedene Grundformen
unterscheiden. Es gibt fadenférmige, kugelformige oder auch ganz einfach aufgebaute, die
nur aus einer Proteinhiille bestehen, die das Erbgut enthélt. Die meisten beschriebenen Phagen
(ungefdhr 96 %) lassen sich allerdings der Gruppe der Kopf-Schwanz-Phagen (Caudovirales)
zuordnen. Diese ldsst sich wiederum je nach Aufbau des Schwanzes in drei Familien
unterteilen: die Myoviridae mit langen, kontraktilen Schwiénzen, die Siphoviridae mit langen,
nicht kontraktilen Schwénzen und den Podoviridae mit kurzen, nicht kontraktilen Schwéanzen.
Die Caudovirales folgen alle einem allgemeinen Bauprinzip: Man findet einen Kopfteil aus
Kapsid und Nukleinsduren, der somit das Genom enthilt (bei den Kopf-Schwanz-Phagen
meist doppelstringige DNA, es gibt aber auch RNA-Phagen), und einen Schwanz mit
Grundplatte und Einspritzapparat (ein diinnes Rohr, durch das die Phagen-DNA in die
Wirtszelle injiziert wird). Verbunden sind die zwei Teile liber einen Kragen. Am Schwanz

finden sich verschiedene komplizierte Schwanzanhinge wie Fibres und Spikes, die die



Anheftung an der Wirtszelle ermdglichen (Fokine und Rossmann 2014, Fuchs et al. 2014,
Selbitz et al. 2015).

Grundsitzlich kann man zwischen zwei Arten von Phagen unterscheiden, benannt nach dem
Lebensweg, den sie einschlagen: die lytischen (virulenten) und die temperenten (lysogenen)
Phagen. Dabei gehen lytische Phagen unmittelbar nach Infektion in den Produktionszyklus
tiber und lysieren ihr Zielbakterium. Temperente Phagen hingegen konnen zwischen
lytischem und lysogenem Zyklus wechseln. Da es sich bei Phagen um Viren handelt, haben
sie keinen eigenen Stoffwechsel und sind zur Vermehrung auf Wirtszellen angewiesen. Bei
beiden Phagenarten beginnt der Lebensweg mit der Anheftung (Adsorption) an die Wirtszelle:
hierbei erkennt der Phage sein Bakterium und heftet sich an Rezeptoren an dessen Oberfliche.
Es folgt die Injektion und Infektion: der Phage formt eine Offnung in die duBere Zellmembran
und injiziert iiber den Einspritzapparat die Phagen-DNA (RNA) in die Wirtszelle. Der Rest
des Phagen verbleibt an der AuBlenseite als leere Hiille. Handelt es sich um einen lytischen
Phagen, so setzt sofort der Produktionszyklus ein. Der Stoffwechsel der Wirtszelle wird
adaptiert, es folgen die Transkription des Virusgenoms, die Translation der viralen Proteine
und schlieBlich die Replikation der viralen DNA. Die neu gebildeten Phagengenome werden
mit den gebildeten Proteinen zu fertigen Phagen zusammengebaut, im Bakterium werden
immer mehr Phagen gebildet bis es zur Lyse des Bakteriums kommt. Die Phagen werden frei
und infizieren neue Bakterien (dabei kann es zum horizontalen Gentransfer kommen).
Handelt es sich jedoch um temperente Phagen, so wird nach Infektion ihre virale DNA ins
Bakteriengenom eingebaut (es entsteht ein Prophage) und an die Tochterzellen bei Teilung
der Bakterienzelle mit weitergegeben (vertikaler Gentransfer). Der Phage befindet sich dabei
in einem latenten Zustand, in dem es weder zum Zelltod seines Wirtsbakteriums kommt, noch
Phagenpartikel produziert werden. Uber Repressorproteine (die vom Phagengenom kodiert
werden) wird der Ubergang in den lytischen Zustand unterdriickt. Kommt es allerdings zu
Stressreizen, wird der Repressor inaktiviert, der Phage wechselt vom lysogenen in den
lytischen Zustand (Induktion). Der Produktionszyklus beginnt mit den bereits beschriebenen
Schritten, die zur Lyse der Wirtszelle fiihren. Ein Prophage kann spontan, durch duBlere

Stressreize oder durch diverse DNA-schddigende Noxen (z. B.: chemisch: Mitomycin C,



physikalisch: UV-Strahlung) induziert werden (Feiner et al. 2015, Fuchs et al. 2014,
Kropinski et al. 2007, Selbitz et al. 2015).

Ein weiterer Zustand, in dem sich der Phage befinden kann, ist die Pseudolysogenie. Hierbei
handelt es sich um eine instabile Situation, die unter schlechten Néhrstoffbedingungen
auftreten kann. Das Phagengenom wird dabei nicht ins Wirtsgenom eingebaut, sondern liegt
in der Zelle als Episom vor, als Preprophage. Bessert sich die Nahrstoffsituation, tritt der

Phage entweder in das lytische oder lysogene Stadium ein (Feiner et al. 2015).

2.1.1 Beitrige der Bakteriophagen zur Pathogenitiit ihrer Wirte

Wihrend lytische Phagen ihre Wirtszelle lysieren (auflosen), und somit ihre Bakterienzelle
unschiadlich machen, konnen lysogene Phagen die Pathogenitit ihres Wirts steigern.
Pathogenitdt und Virulenz von Bakterien hidngen dabei von verschiedenen
Pathogenitétsfaktoren ab, die entlang des ganzen Infektionsweges eine Rolle spielen. Dazu
gehoren Adhisine, Invasine, Exotoxine oder Schutzfaktoren vor dem Immunsystem. Viele
von ihnen konnen phagenkodiert sein (Wagner und Waldor 2002, Tinsley et al. 2006).
Beispiele wiren die antiphagozytischen Determinanten in Streptokokken (Spanier und Cleary
1980), das Shiga-Toxin bei Escherichia coli (Berger et al. 2019) oder Superoxiddismutasen
bei Salmonella enterica (Briissow et al. 2004). Die Virulenz kann aber auch gesteigert
werden, indem der Phage fiir Regulationsfaktoren kodiert, die die Expression von bakteriellen
Virulenzgenen steigert, oder er fiir Enzyme kodiert, die bakterielle Komponenten @ndern, die
das Bakterium virulenter machen. Phagenpartikel selbst konnen auch direkt pathogen wirken

(Wagner und Waldor 2002, Tinsley et al. 2006).

Dazu kommt, dass Phagen ihrem Wirt noch andere Vorteile verleithen konnen: sie werden
gemeinsam mit den Virulenzfaktoren als Fitnessfaktoren bezeichnet. Schon die Integration
eines Prophagen selbst bringt seinem Wirt einen Vorteil, da sie ithn vor der Infektion mit

anderen Phagen schiitzt (Briissow et al. 2004).



Zu erwéhnen ist aber, dass temperente Phagen auch die gegenteilige Wirkung entfalten und
die Virulenz senken konnen, wie ein Versuch an Bordetella bronchiseptica zeigt: ein
temperenter Phage unterbrach dabei das pilin-Gen, das fiir das Pilin-Protein kodiert, welches

erst die Adhdsion des Bakteriums an Epithelzellen ermoglicht (Chen et al. 2020).

Wenn Prophagen den Phédnotyp oder die Fitness ihres Wirts dndern, spricht man von
lysogener Konversion. Lysogene Konversion findet man, wenn die phagenkodierten Gene
eine bakterielle Funktion ausiiben, wie zum Beispiel beim Scharlachtoxin. Alle Extragene im
Phagengenom, die keine Phagenfunktion haben, aber als Fitnessfaktor fiir den Wirt wirken,
werden als lysogene Konversionsgene oder auch Morons bezeichnet. Es gibt auch die
negative lysogene Konversion. Sie liegt dann vor, wenn der eingebaute Phage ein
funktionelles bakterielles Gen unterbricht und es somit funktionslos macht (Briissow et al.

2004, Feiner et al. 2015).

Den Vorgang, bei dem genetisches Material von einer Bakterienzelle auf eine andere durch
einen Phagen lbertragen wird, nennt man Transduktion. Sie spielt bei der Weitergabe
genetischer Information eine wichtige Rolle und kann zur Entstehung virulenter Stimme
beitragen, wie durch den Transfer von Toxingenen. Transduktion kommt dadurch zustande,
dass bei Phagenreplikation auch Teile vom Wirtsgenom herausgeschnitten und bei
Neuinfektion weitergegeben werden. Die Ubertragung kann dabei spezifisch (beim Ubergang
in den lytischen Zyklus werden dem Prophagen benachbarte bakterielle DNA-Abschnitte
mitvermehrt) oder unspezifisch (auch als generelle Transduktion bezeichnet: sie geschieht
zufdllig, dabei werden Bruchstiicke der bakteriellen DNA in der Phagenhiille mitgenommen)
erfolgen. Die Weitergabe kann horizontal erfolgen, durch freiwerdendes Material bei Lyse des
Bakteriums, oder vertikal von Mutterzelle auf Tochterzellen durch den Prophagen im
bakteriellen Chromosom (Fuchs et al. 2014, Kropinski et al. 2007, Selbitz et al. 2015). Auch
die Weitergabe von Antibiotikaresistenzen {liber Antibiotikaresistenzgene kann

phagenvermittelt sein (Shousha et al. 2015).

Neuere Erkenntnisse lassen vermuten, dass Prophagen das Verhalten ihrer Wirtszelle auch
komplexer beeinflussen kdnnen: Vermutet wird ein Phagen-Regulationssystem, in dem der

Prophage auf Umweltreize aus der Umgebung, von den Nachbarzellen, gednderten



Néhrstoffbedingungen und vieles mehr reagiert und seine Wirtszelle, oder auch den
bakteriellen Zellverband zu seinem Vorteil steuert, Anpassungen vornimmt und weitergibt,
als mutualistischer Symbiont, der zu einem evolutionsgenetischen Vorteil gegeniiber anderen

Bakterien flihrt (Argov et al. 2017, Feiner et al. 2015).

Feiner ergénzt diese Auffassung durch den Begriff der aktiven Lysogenie (Feiner et al. 2015):
wird der temperente Phage in ein funktionelles bakterielles Gen eingebaut, funktioniert der
Prophage als aktiver Regulator fiir seine Wirtszelle, der bestimmt, wann das unterbrochene
Gen exprimiert wird: Ein Beispiel hierfiir ist Listeria monocytogenes, ein intrazelluldrer
Erreger, der im Zytosol seiner Zielzelle lebt. Um das zu konnen, ist es essentiell, dass er den
Phagosomen entkommt. Die effektive Flucht wird tiber das comK-Gen ermoglicht, das einen
Prophagen beinhaltet. Solange der Prophage darin liegt, ist es inaktiv, 16st er sich allerdings
daraus, wird es funktionell. Nach erfolgreicher Flucht wird der Prophage reintegriert, es
kommt zu keiner Lyse (Pasechnek et al. 2020). Dieses Verhalten legt einen
phagenvermittelten regulatorischen Wechsel in der bakteriellen Genexpression nahe. L.
monocytogenes wire ein Beispiel fiir reversible aktive Lysogenie, nicht reversible aktive
Lysogenie liegt dann vor, wenn der Prophage nicht wieder reintegriert wird (Feiner et al.
2015). Fiir Salmonellen sind (noch) keine Beispiele fiir aktive Lysogenie beschrieben (Wahl
et al. 2019).

Wie die Interaktion Phage-Wirtszelle-Umgebung genau funktioniert ist nicht bekannt.
Vermutungen legen eine Verkniipfung mit dem bakteriellen Quorum-sensing-System nahe, da
es bei verschiedenen Prozessen, an denen Prophagen beteiligt sind, ebenfalls involviert ist
(Hargraeves et al. 2014). Auch wenn noch unsicher ist, woher der Phage seine Informationen
bekommt, so liegen doch bereits Beispiele vor, die phagenvermittelte Regulation vermuten
lassen (Argov et al. 2017). Eines wire Pseudomonas aeruginosa, ein Bakterium, das im
Verlauf schwerer Atemwegsinfektionen, die zur zystischen Fibrose fiihren, eine schnelle
Adaption an gednderte Bedingungen vornehmen muss: dazu gehdren Verlust der Motilitét
(Biofilmbildung) und Quorum sensing, gednderter Stoffwechsel und Resistenz zu Antibiotika.
Hier helfen temperente Phagen, die diese Adaption erleichtern bzw. ermdglichen (Davies et

al. 2016).



Bei Streptococcus pyogenes steigert ein nicht-infektidser Prophagenrest (SpyCIM1), der im
Operon des DNA-Mismatch/Repair-Systems (MMR) liegt, die Mutationsraten: Unter
glinstigen Bedingungen (exponentielle Phase) wird er herausgeschnitten, und hinterldsst ein
funktionsfahiges MMR-System. Verschlechtern sich die Bedingungen (stationdre Phase),
wird er reintegriert und die Mutationsrate steigt aufs 100fache, und damit auch die

Mbglichkeit, dass fiirs Uberleben brauchbare Mutationen auftreten (Scott et al. 2008).

Auch im Uberleben von Bacillus anthracis scheinen Phagen eine iibergeordnete Rolle zu
spielen: Schuch und Fischetti (2009) zeigten, dass lysogene Phagen die Sporulation
verhindern oder fordern konnten und phagenkodierte Faktoren zu geénderten Phénotypen
fiihrten, was wiederum gednderte Uberlebensfihigkeiten nach sich zog und ein Uberleben in
unterschiedlicher Umgebung ermoglichte, sowohl im Erdboden als auch im Darm von

Erdwiirmern (Schuch und Fischetti 2009).

Mittlerweile sind schon verschiedene Beitrdge von Phagen zum Wirtszellverhalten bekannt,
gleichzeitig sind noch viele Wege unerforscht. Da fast jedes Bakterium Prophagen beinhaltet
und Phagen fast {iberall vorkommen, kann davon ausgegangen werden, dass sich noch mehr
bakterielle Eigenschaften auf die Interaktion mit Phagen zuriickfiihren lassen (Hargreaves et

al. 2014).

2.1.2 Bakteriophageneinfluss auf den Wirtsmetabolismus

Da es sich bei Bakteriophagen um Viren handelt, besitzen sie keinen eigenen Stoffwechsel
und sind somit auf ihre Wirtszelle angewiesen. Phagen-Wirtsinteraktionen beginnen gleich
mit der Infektion der Wirtszelle. Der Phage muss vor der Abwehr des Wirts geschiitzt und der
Stoffwechsel der Wirtszelle fiir die Phagenproduktion adaptiert werden, wobei im lytischen
Zyklus die Produktion immer neuer Phagen bis hin zur Lyse der Wirtszelle im Vordergrund
steht. Dabei werden Wirtsproteine unterdriickt, aktiviert und funktionell umgeleitet (Roucourt
und Lavigne 2009). Hierfiir kénnen Viren Hilfsgene enthalten (auxiliary genes), die vom
Wirtsgenom iibernommen werden und metabolische Funktionen haben. Durch Analysen

metagenomischer Daten von Global Ocean Survey-(GOS-)Datensédtzen konnten gesteigerte



auxiliary genes und ihnen zugeordnete Stoffwechselwege identifiziert werden. Dabei waren
viral verstirkte Wege vor allem dem Purin- und Pyrimidinstoffwechsel zuzuordnen oder
Stoffwechselwegen, die diesen direkt oder indirekt beeinflussen (Enav et al. 2014). Einer
dieser beeinflussenden Stoffwechselwege ist der Pentose-Phosphat-Weg. Der grof3e Einfluss,
der von Phagen ausgeiibt werden kann, konnte bei diesem Weg anhand von Cyanophagen
gezeigt werden. Cyanophagen besitzen Gene, die in der Infektion von Cyanobakterien fiir
Proteine kodieren, die die Photosynthese steigern und gleichzeitig ein Inhibitor-Protein,
CP12, das den wirtseigenen Kohlenstoffstoffwechsel im Calvinzyklus blockiert und so den
Kohlenstoff direkt in den Pentose-Phosphat-Weg umleitet, fiir den sie ebenfalls Gene tragen.
Durch diese Reaktionen wird die NADPH-Rate verdoppelt und somit auch die nutzbare
Energie flir die Phagenproduktion (Thompson et al. 2011).

Bei einer Studie an Pseudomonas aeruginosa wihrend der Infektion mit sechs verschiedenen
lytischen Phagen wurden Verdnderungen im Stoffwechsel anhand intrazelluldarer Metabolite
betrachtet. Hier zeigte sich, dass es einen deutlichen Unterschied bei den intrazelluldren
Metaboliten zwischen phagen-infizierten Zellen und nicht phagen-infizierten Zellen gibt, dass
es aber zu keiner universellen Phagen-Antwort kommt (mit Ausnahme der Pyrimidinsynthese,
diese war gesteigert). Dafiir gab es viele Anderungen, die sich je nach Phage und
Infektionszeitpunkt unterschieden. Erwartet wurde eine Verstiarkung von Stoffwechselwegen,
die auf den AMGs, Auxiliary metabolic genes (Gene von Viren, deren Produkte in
verschiedene essentielle Schritte im Wirtsstoffwechsel eingreifen), festgelegt sind. Diese
wurden, wie erwartet, deutlich verstirkt, allerdings konnte ihnen ein Grofteil der
Verdanderungen in den Metaboliten nicht zugeordnet werden. Die meisten Verdnderungen
traten bereits frith in der Infektion auf (De Smet et al. 2016). In der frithen Phase der
Phageninfektion ist das Auftreten vieler kleiner Peptide und Proteine beschrieben. Wéhrend
ihre Funktion oft noch unbekannt ist, konnen ihre korrespondierenden Gene geldscht werden,
ohne dass es zu einem FEinfluss auf die Phagenproduktion kommt (unter Laborbedingungen).
Es besteht der Verdacht, dass sie nur unter bestimmten Umgebungsbedingungen oder bei der
Infektion bestimmter Wirte eine Rolle spielen. Es ist auch moglich, dass es sich um

redundante Gene bzw. Proteine handelt (Roucourt und Lavigne 2009).
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Im lysogenen Stadium temperenter Phagen kommt es zum Einbau des Phagengenoms ins
Wirtsgenom, was den Genpool des Bakteriums erweitert und sich somit auch auf die
metabolischen Eigenschaften auswirken kann. Der Einfluss kann dabei sehr unterschiedlich
ausfallen, entsprechend der groflen Diversitidt an Phagen und Wirten. Bei Corynebacterium
glutamicum, das zur Produktion von Aminosduren verwendet wird, fithrte eine Reduktion der
Genomgrofe (um 6 %) durch Entfernung aller drei Prophagen, die normalerweise in seinem
Genom enthalten sind, zu keinen signifikanten Unterschieden im Gebrauch verschiedener
Kohlenstoffquellen (Baumgart et al. 2013). Hingegen konnten bei Desulfovibrio-Arten,
Sulfat-reduzierenden Bakterien, die verschiedene temperente Phagen enthalten, im Vergleich
zwischen UV-induzierten Stimmen (prophagenfrei) und Wildtyp (beinhaltet Prophagen)
signifikante Unterschiede im Gebrauch von Kohlenstoffquellen und Reduktion von Metallen
gezeigt werden. Die UV-induzierten Bakterienstimme konnten mehr Arten von
Kohlenstoffquellen nutzen als der Wildtyp, wihrend die Metall-Reduktion beim
unbehandelten Wildtyp signifikant hoher war als bei den induzierten Stimmen (Balarjishvili
et al. 2021). In Versuchen an Escherichia coli konnte gezeigt werden, dass ein
Repressorprotein, Cl, das den Ubergang des Prophagen vom lysogenen in den lytischen
Zustand unterdriickt, das pck4-Gen des Wirtsgenoms, das fiir die Gluconeogenese gebraucht
wird, steuert. PckA wird dabei so herunterreguliert, dass es auf Succinat (und anderen
Kohlenstoffquellen, die fiir die Gluconeognese gebraucht werden) zu einem verminderten
Wachstum kommt (Chen et al. 2005). Die Regulationsmechanismen sind allerdings nicht
immer bekannt. In einer Arbeit zum Einfluss von Shigatoxin-(stx-)kodierenden Phagen auf
Genexpression und Metabolismus von enterohdmorrhagischen E. coli lieBen sich die
Anderungen der Genexpression nicht auf die Repressoren Cl oder Cro zuriickfiihren, vermutet
werden hier andere phagenkodierte Faktoren. Die stx-Phagen-tragenden E. coli verdnderten
dabei den Stoffwechsel im Vergleich zu naiven E. coli deutlich. Gene von
Stoffwechselwegen, die fiir die gemischte Saduregirung von Bedeutung sind, wurden
gefordert, andere Gene, die im Kohlenstofftransport und -stoffwechsel eine Rolle spielen,
wurden herunterreguliert. Das zeigte sich sowohl im Wachstum auf Minimalmedium mit
verschiedenen einzelnen Kohlenstoffquellen, wo moderate bis schwere Wachstumsdefekte bei
Substraten wie Galaktose, Ribose und L-Laktat zu beobachten waren, als auch bei Phenotyp-

Microarrays, die zu einem anderen Profil fiihrten, als das von stx-phagenfreien E. coli. Die



11

Infektion mit stx-Prophagen scheint hier als Anpassung an die Gegebenheiten im Darm zu

einer Reprogrammierung des Zellstoffwechsels zu fithren (Berger et al. 2019).

2.1.3 Bakteriophagen-Einsatz im Lebensmittelbereich

In der Verwendung im Lebensmittelbereich (Nicht EU: Hier gibt es keine Zulassung fiir
Phagen) sollen rein lytische (virulente) Phagen mit starkem lytischen Potential gegen einen

oder mehrere pathogene Keime zum Einsatz kommen (Vikram et al. 2021).

Sie konnen dabei entlang der gesamten Produktionskette (pre- und postharvest) zur Reduktion
und Beseitigung pathogener Keime eingesetzt werden. Hierbei gelangen sie zum Einsatz am
lebenden Tier (Applikation liber Futter, Wasser, als Spray, Waschlosung oder Injektion), am
Schlachtkorper und wéhrend sédmtlicher Schritte des Verarbeitungsprozesses (oft als
Oberflachenbehandlung, oder bei Rohmilch: direkt beigemischt) bis hin zu bereits fertigen
Produkten. Auch die Oberflichenbehandlung von Arbeitsgegenstdnden ist moglich und eine
Wirksamkeit gegen Biofilmbildung (Gong und Jiang 2017) ist bekannt (Sillankorva et al.
2012). Fir die haufigsten lebensmitteliibertragenen Pathogene, wie etwa Listeria, Salmonella
und E. coli, gibt es bereits verschiedene kommerziell erhiltliche Phagenpriparate (zum
Beispiel fiir Listeria monocytogenes Listex™ und ListShield™, fiir Salmonella spp.
Salmofresh, fiir E. coli EcoShield™). Bei diesen Priiparaten handelt es sich meist um
Phagencocktails, das heillt, es kommen mehrere Phagen zum Einsatz, um ein optimales
Wirkungsspektrum zu erreichen. Gezielter Einsatz einzelner Phagen ist auch moglich (Vikram

etal. 2021).

Die Einsatzmoglichkeiten von Phagen werden stindig erweitert. Neuere Ansitze beschéftigen
sich mit Enzymen, die im Zusammenhang mit Phagen entstehen, sie werden auch als
Enzybiotics bezeichnet. Von Interesse sind dabei diejenigen, die am Ende des lytischen
Zyklus gebildet werden und fiir den Abbau der bakteriellen Hiille sorgen, wie Endolysin.
Angriffspunkt sind dabei die Peptidoglycane der bakteriellen Zellwand, sie werden abgebaut,
was in Folge zur Lyse der Bakterienzelle fiihrt (Endersen und Coffey 2020, Schmelcher et al.
2012).
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Eine zusétzliche neue Anwendungsmdglichkeit ist die Detektion pathogener Keime mithilfe
von Phagen. Dabei gibt es verschiedene Strategien. Beschrieben ist unter anderem die
Verwendung von gentechnisch hergestellten Phagen (Reporterphagen), die das Luciferase-
Gen tragen. Kommt es bei Infektion der Bakterienzelle zur Transkription dieses Gens, so zeigt
die Lumineszenz das Vorhandensein vom Zielbakterium an. Eine andere Strategie wire, dass
der verwendete Phage Gene fiir fluoreszierende Proteine trdgt und so ihre Anwesenheit

signalisiert (Endersen und Coffee 2020, Hagens und Loessner 2007).

Phagenpriparate sind bereits in vielen Ladndern im Einsatz, die sie aufgrund diverser Vorteile
nutzen. Durch ihre hohe Spezifitit greifen sie nur ihr Zielbakterium an, fiir tierische oder
menschliche Mikroflora, die physiologischerweise vorkommt, sind sie ungefdhrlich. Sie
beeinflussen weder Geschmack noch Textur oder Konsistenz von Lebensmitteln, denen sie
beigefiigt werden. Sie hinterlassen keine toxischen Riickstinde und sind relativ billig. Sie
schddigen weder Gebrauchsgegenstinde (nicht korrosiv) noch andere Arbeitsmaterialien und

sind nicht umweltschédlich (Endersen und Coffey 2020, Vikram et al. 2021).

Nachteile wéren unter anderem, dass die Effektivitdt der Phagen stark abhédngig von Faktoren
wie Applikationsart bzw. Applikationszeitpunkt und Umgebungsbedingungen wie
Temperatur und pH ist, was man bei der Anwendung beachten muss. Keime konnen gegen
Phagen resistent werden (Lewis und Hill 2020). Aufgrund ihrer Spezifitit kann es zu
eingeschriankter Wirksamkeit kommen. Da es sich um lebende Mikroorganismen handelt,
konnen sie durch bestimmte Desinfektionsmittel inaktiviert werden. Keimzahlen werden zwar

reduziert, eine vollstindige Elimination erfolgt meist nicht (Vikram et al. 2021).

Bedenken bestehen auch hinsichtlich der Ubertragung von pathogenen Eigenschaften und
Antibiotikaresistenzen (Garcia et al. 2008). Unsicherheiten bereiten aullerdem das
beschrinkte Wissen iiber mogliche Interferenzen mit Prophagen im Zielbakterium (Wahl et
al. 2019), was sich auf die Interaktion Phage und Wirt auswirken kann. Konsequenzen daraus

sind nicht vorherzusagen.
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2.2 Salmonellen

Bei der Gattung Salmonella handelt es sich um gramnegative, bewegliche (mit wenigen
Ausnahmen) und fakultativ anaerobe Stdbchenbakterien, gehorend zu der Familie der
Enterobacteriaceae. Die Gattung Salmonella umfasst zwei Arten: Salmonella enterica und
Salmonella bongori, wobei S. enterica wiederum sechs Subspezies (S. enterica, S. salamae, S.
arizonae, S. diarizonae, S. hautenae, S. indica) und tber 2500 Serovare beinhaltet, die sich
durch unterschiedliche Antigenmuster klassifizieren lassen (Selbitz et al. 2015). Dabei ist S.
enterica subspezies enterica fir 99 % der Salmonelleninfektionen bei Sdugetieren
verantwortlich. S. bongori und die anderen fiinf Subspezies betreffen vor allem kaltbliitige

Tiere und sind bei Sdugetieren eher selten zu finden (Jajere 2019).

Die Salmonellose ist die zweithdufigste durch Lebensmittel iibertragene Krankheit (nach
Campylobacter) in Europa (European Food Safety Authority European Centre for Disease
Prevention and Control 2021). Die Aufnahme der Salmonellen erfolgt fiir gewohnlich tiber
den Verzehr von kontaminiertem Fleisch (vor allem Gefliigel, aber auch Schwein) und Eiern.
Auch Kreuzkontamination spielt eine wichtige Rolle. Eine sichere Abtétung von Salmonellen
erfolgt bet 70 °C fiir 15 Sekunden, wihrend sie Einfrieren unbeschadet iiberstehen. Im
Temperaturbereich 10-47 °C  zeigen sie explosionsartiges Wachstum, wodurch bei
unsachgemdfer Lagerung von Lebensmitteln leicht eine krankmachende Keimzahl (ab 100
000) erreicht wird (AGES 2021). In der Umgebung iiberleben sie wochen- bis monatelang
aufgrund ihrer hohen Widerstandsfahigkeit (Selbitz et al. 2015).

Als Hauptverursacher der Salmonellose in Europa gelten die Serovare S. Enteritidis, S.
Typhimurium (inklusive der monophasischen Variante), S. Infantis und S. Derby. S. Typhi
und S. Paratyphi sind vor allem in den Subtropen und Tropen durch Substandards in der
Hygiene zu finden, in Europa spielen sie hingegen keine Rolle. Durch ein breit angelegtes
Programm der EU-Mitgliedstaaten zur Bekdmpfung der Salmonellen bei Nutztieren konnte
die Zahl der Salmonellose-Félle beim Mensch seit 2004 drastisch gesenkt werden. Im
Zeitraum  2015-2019 ist die Zahl  konstant  geblieben, iiberpriift = durch
Uberwachungsprogramme auf nationaler und internationaler Ebene (European Food Safety

Authority European Centre for Disease Prevention and Control 2021).
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2.2.1 Virulenz und Pathogenitiit bei Salmonellen

Verschiedene Faktoren und Mechanismen, die Adhésivitiat, Invasivitdt, fakultativ
intrazelluldren Parasitismus und Toxinbildung (Endo-, Exo-, Cytotoxine) vermitteln,
bestimmen die Virulenz und Pathogenitit von Salmonellen (Selbitz et al. 2015). Dabei sind
Oberflachenstrukturen wie Flagellin, Fimbrien und LPS beteiligt, die wichtig fiir die
Adhision sind und mit dem Abwehrsystem des Wirts in Kontakt kommen, genauso wie eine
Vielzahl von Effektor- und Regulatorproteinen. Sekretionssysteme, wie das Typ-III-
Sekretionssystem, spielen eine wesentliche Rolle, um Effektorproteine in den intrazelluldren
Raum zu bekommen. Sie sorgen fiir Invasion und Kolonisation von Darmepithelzellen oder
auch Makrophagen. Dazu beteiligen sich viele Komponenten an Abwehr und Schutz vor dem
Immunsystem, oder spielen eine Rolle im Falle einer systemischen Infektion und damit
verbundener Besiedelung anderer Gewebe und Organe (Fierer und Guiney 2001, Jajere 2019,
Srikanth et al. 2011). AuBerdem konnen Adaptionsmechanismen an geénderte
Umgebungsbedingungen, wie Néhrstoffverfiigbarkeit und pH, mit dem Infektionsgeschehen
eng verkniipft sein (Dandekar et al. 2015).

Salmonellen beinhalten 4,3 bis 5 Millionen Basenpaare und ca. 4000 Gene (Selbitz et al.
2015). In ihren Chromosomen finden sich Pathogenititsinseln  (Sal/monella
Pathogenititsinseln = SPI), die neben Virulenzplasmiden, kleinen Islets und individuellen

Genen, die genetische Basis fiir ihre Virulenz darstellen (Fierer und Guiney 2001).

Bei den SPIs handelt es sich um Gencluster in bestimmten Abschnitten von Chromosomen,
die fiir die Kodierung verschiedener Virulenzfaktoren verantwortlich sind. Dabei sind einige
SPIs héufig vorhanden, andere nur bei wenigen Serovaren (Fierer und Guiney 2001). Den
bekannten SPIs werden verschiedene Funktionen zugeschrieben. So kodiert SPI-1 fiir ein
Typ-IlI-Sekretionssystem, das die Invasion in Nicht-phagozytierende-Zellen und so den
Eintritt in die intrazellulire Umgebung erlaubt. SPI-2 kodiert ebenfalls fiir ein Typ-III-
Sekretionssystem, spielt aber vor allem eine Rolle fiir das intrazellulire Wachstum in
Epithelzellen, das Uberleben in Makrophagen und bei der Entwicklung von systemischen
Infektionen. SPI-3 scheint eine wichtige Funktion in der Anpassung der Salmonellen an eine

Umgebung mit niedrigem pH und niedriger Mg?*-Konzentration darzustellen, wie man sie im
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intrazelluldren Milieu vorfindet. Von anderen SPIs ist bekannt, dass sie fiir Effektorproteine,
Faktoren, die fiir das intrazellulire Leben von Bedeutung sind, oder Adhédsine kodieren
konnen. Auch Serovar-spezifische SPIs kommen vor, ihre Funktionen sind noch weitgehend

unbekannt (Gerlach und Hensel 2007).

Neben den SPIs spielen noch weitere Gene eine Rolle: so tragen die meisten Stimme der
Salmonella-Serovare Virulenzplasmide. In jedem dieser Plasmide findet sich ein salmonella
plasmid virulence (spv) locus, auf dem spv-Gene liegen. Sie scheinen eine systemische
Infektion zu erleichtern, bei lokaler Enteritis scheint ihr Effekt variabel zu sein, abhéngig vom

jeweiligen Stamm und betroffenen Wirt (Fierer und Guiney 2001).

Des Weiteren kodieren Islets (kleine genetische Loci) und individuelle Gene, deren
Vorkommen sich nach Linien und Stimmen richtet, ebenfalls Virulenzmerkmale (Fierer und
Guiney 2001). Hierzu zdhlt zum Beispiel das s0dCI-Gen (kodiert fiir eine
Superoxiddismutase), das auf einem kryptischen Phagen liegt und nur bei sehr pathogenen
Serotypen gefunden wurde, die fiir die Entwicklung einer Bakteridmie beim Menschen

verantwortlich waren (Fang et al. 1999).

Die Salmonellaserovare und Stdmme konnen sich erheblich in ihrer genetischen
Zusammensetzung unterscheiden, was zu Unterschieden in Phénotyp, Wirtsspezifitdt und
Krankheitsbildern fiihrt. Ein Vergleich von S. Typhi, ein sehr wirtsspezifisches Serovar, das
mit systemischen Infektionen in Verbindung gebracht wird, mit S. Typhimurium, ein Serovar
mit breitem Wirtsspektrum, das meist zu lokaler Gastroenteritis fiihrt, zeigte vor allem grof3e
Unterschiede in Phagen, Plasmiden und SPIs, neben den lange bekannten Unterschieden in
Genen, die fiir Fimbrien, Flagellen und Kapselbildung verantwortlich sind (Sabbagh et al.
2010).

Aber auch innerhalb eines Serovars ist eine grofle Diversitit mdglich: Im Falle von S.
Typhimurium sind neben den hiufigen Stdammen mit breitem Wirtsspektrum, die zu einer
lokalen Gastroenteritis flihren, auch wirtsadaptierte Varianten, bei denen es zu einer

systemischen Infektion kommen kann, bekannt (Rabsch et al. 2002).

Die grofle phédnotypische Diversitit bei Salmonellen scheint vor allem auf genetischen

Variationen in zwel Klassen von Loci zu beruhen. Einerseits sind dies Gene die fir
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Oberflachenstrukturen  kodieren, andererseits spezifische Virulenzgene, die die
Wirtszellphysiologie modifizieren oder das Bakterium vor dem Immunsystem schiitzen.

(Fierer und Guiney 2001).

2.2.2 Salmonellaphagen und -prophagen und ihr Beitrag zur Pathogenit:t

Schon viele Bakteriophagen, die fiir Salmonellen spezifisch sind, konnten dank
Sequenzierungsprojekten entdeckt werden. Nach Analyse der Hauptgene (Core-Genom-
Analysis) konnen sie in fiinf Gruppierungen (P27-like, P2-like, lambdoid, P22-like, T7-like)
sowie drei Orphans (= Ausnahmefille: €15, KS7, Felix O1) eingeteilt werden (Kropinski et al.
2007).

Viele von ihnen gehoren den Caudovirales an, von der Wirtsspezifitdt her sind sie sehr
unterschiedlich: sie reicht von Phagen, die praktisch alle Salmonellen befallen kénnen (z. B.:
Felix O1, rein lytisch, lysiert iiber 99 % der an ihm getesteten Salmonellen) bis hin zu hoch
spezifischen, die nur einzelne Stimme befallen (beim Phagetyping wird diese
unterschiedliche Wirtsspezifitit genutzt, um unbekannte Salmonellaisolate Serovaren und
Stdimmen zuzuordnen). Es sind sowohl virulente als auch temperente unter ihnen zu finden.
Dass S. Typhimurium symbiontische Phagen im Genom trédgt, ist schon lange bekannt.
Ublicherweise handelt es sich dabei nicht nur um einen Bakteriophagen, sondern meist um
vier bis fiinf (Kropinski et al. 2007). Tragt ein Bakterium mehrere Prophagen, so nennt man
dies Polylysogenie. Auch defekte Prophagen, Phagen, die Teile ihres Genoms verloren haben
und keine Viruspartikel mehr produzieren kdnnen, oder Prophagen-Reste konnen im Genom

enthalten sein. (Briissow et al. 2004, Wahl et al.2019).

Das Verhalten ihrer Wirtszellen unterstiitzen Phagen auf vielfdltigen Wegen: Salmonella-
Prophagen konnen verschiedene Virulenzgene tragen, die fiir Adhédsion, FEintritt in und
Manipulation von der Wirtszelle sowie fiir ein intrazellulires Uberleben wichtig sind. Neben
anderen Proteinen und Enzymen (wie z. B. Superoxiddismutasen: schiitzen Bakterien vor
freien Sauerstoffradikalen, die von Makrophagen produziert werden) sind vor allem

phagenkodierte Effektorproteine der Typ-III-Sekretionssysteme von SPI-1 und SPI-2 von
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Bedeutung (Briissow et al. 2004, Kropinski et al. 2007, Wahl et al. 2019). Beispiele fiir
phagenkodierte Virulenzfaktoren wéren bei den Phagen der lambdoiden Gruppe Fels-1 mit
nanH (kodiert fir eine Neuramidase) und sodCIII (kodiert fiir eine Superoxiddismutase)
(Figuera-Bossi et al. 2001) oder Gifsy-2, der gtgFE und sodCl tragt, die beide fiir die Virulenz
von entscheidender Bedeutung sind (Ho et al. 2002).

Einen weiteren Beitrag leisten integrierte Prophagen zum Schutz ihrer Wirtszelle: Die
Integration von Prophagen kann die Infektion mit anderen Phagen (Superinfektion) iiber
verschiedene Mechanismen verhindern. Einer davon ist die Serotyp-Konversion (verdndert O-
Antigen von LPS). Sie tritt bei vielen Phagen auf und vermittelt nicht nur einen Schutz vor
Superinfektion mit anderen Phagen: durch die Anderungen der Zelloberfliche kann das
Bakterium auch von dem Immunsystem des Wirts schlechter identifiziert und angegriffen
werden. Auch andere Modifizierungen der Zelloberfliche konnen phagenvermittelt sein, wie
eine Verdnderung des LPS durch Gykosylierung, Acetylierung, Verdnderungen der
glykosidischen ~ Bindungen  oder  Phasenvariation (temporire  Anderung  von

Oberflidchenstrukturen) (Fierer und Guiney 2001, Kropinski et al. 2007, Wahl et al. 2019).

Moglicherweise unterstiitzen Sa/monella-Phagen auch regulatorisch, durch Kontrolle von
Genen ihres Wirtes: Cenens et al. (2013) zeigten, dass der S. Typhimurium Phage P22, wenn
er sich in Pseudolysogenie befindet, ein Protein kodiert, das auf das dgo-Operon des Wirtes
wirkt. Gene dieses Operons spielen eine Rolle in Aufnahme und im Metabolismus von D-
Galactonat wihrend der intrazelluldren Phase der Salmonelleninfektion. Das phagenkodierte
Protein hob dabei die Unterdriickung der dgo-Gene auf. Ob und welche Bedeutung das im

Verlauf einer Infektion haben konnte, ist allerdings unklar (Cenens et al. 2013).

Viele der bekannten Salmonellaphagen sind auflerdem zur generellen Transduktion befdhigt
und tragen somit zur Verbreitung von Bakteriengenen bei (Kropinski et al. 2007). In dem
Zusammenhang der Verbreitung neuer Eigenschaften konnte auch das Phidnomen der
Rekombination zwischen Phagen von Interesse sein: Beispielsweise kann Fels-2 (aus der P2-
Gruppe) mit anderen, nicht verwandten Phagen rekombinieren (P22). Dabei entsteht F22, ein

Phage, der morphologisch und serologisch Fels-2 entspricht, mit den Genen von P22
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(Yamamoto 1968). Auch defekte Prophagen im Genom konnen durch Rekombination

wiederhergestellt werden, wenn sie nicht zu stark degradiert sind (Wahl et al. 2019).

2.2.3 Nachweis und Differenzierung von Salmonellen

Fiir den Nachweis von Salmonellen stehen, wie bei allen Infektionserregern, sowohl direkte
als auch indirekte Methoden zur Verfiigung, wobei indirekten Nachweisen, wie der gegen
Salmonellen gerichteten Antikdrperbildung, eher eine Bedeutung bei der Uberwachung der
Herdengesundheit zukommt. Die iiblicherweise verwendeten Methoden sind direkte
Nachweise, die auf genotypischen (basierend auf der genetischen Zusammensetzung) und
phénotypischen (morphologisch, physiologisch, biochemisch) Merkmalen basieren. Der
kulturelle Nachweis, mit anschlieBender Bestitigung durch biochemische Reaktionen
(aufgrund charakteristischer Enzymausstattung der Erreger) und eine serologische
Identifizierung sind Standard in der Lebensmittelhygiene. Leitlinien und Richtlinien geben
konventionelle Diagnostik vor, sie basieren dabei auf dem internationalen Standard, der in
ISO 6579-1:2017 festgelegt ist. Beschrieben wird hier das horizontale Verfahren zur
Salmonellendetektion in der Lebensmittelkette (Lee et al. 2015, Selbitz et al. 2015).

Das konventionelle kulturelle Verfahren gliedert sich in einzelne Schritte. Begonnen wird mit
einer nicht selektiven Voranreicherung, um die Keimausbeute zu erh6hen, gefolgt von einer
selektiven Anreicherung, die das Wachstum der Salmonellen fordern und im Gegenzug das
Wachstum anderer Keime (durch beigefiigte Hemmstoffe wie Galle oder Brillantgriin)
hemmen soll (ISO 6579-1:2017 Microbiology of the food chain, Lee et al. 2015, Selbitz et al.
2015).

Im néchsten Schritt wird auf festen selektiven Nahrbdden kultiviert, die Boden sind dabei auf
die Bediirfnisse der Salmonellen abgestimmt, wéhrend sie andere Erreger im Wachstum
hemmen. Gleichzeitig sind sie auch Differentialndhrboden, die  spezifische
Stoffwechselparameter niitzen, um so verdédchtige Kulturen erkennen zu konnen. Laut ISO
6579-1:2017 miissen zwei Nadhrboden verwendet werden, einer davon Xylose-Lysin-

Desoxycholat-(XLD-)Agar. Der XLD-Agar ist ein mafig selektives Differentialmedium zur
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Isolierung und Differenzierung von gramnegativen enterischen Pathogenen. Genutzt wird eine
Kombination enzymatischer Eigenschaften, die zu charakteristischen Farbidnderungen fithren
und so Kolonien von Salmonellen erkennbar machen. Typisch ist hier das schwarze Zentrum
der Kolonien mit einer leicht transparenten rétlichen Zone entsprechend einer Farbidnderung
des Indikators. Andere Nahrboden nutzen ebenfalls ein oder mehrere biochemische Merkmale

(Selbitz et al. 2015, ISO 6579-1:2017 Microbiology of the food chain).

AnschlieBend erfolgt die biochemische und serologische Bestitigung. Dazu werden
verdichtige Kolonien entnommen und auf weiteren Nahrboden (als Reinkultur) angeziichtet.
Verwendet werden Drei-Zucker-Eisen-Agar (TSI), Harnstoff-(Urea-)Agar und L-
Lysindecarboxylase-Agar. Laut ISO 6579-1:2017 sind die Detektion auf 3-Galactosidase und
der Indoltest optional durchzufiihren. Ebenfalls miissen serologische Tests zur Bestétigung
und Typisierung durchgefiihrt werden. Salmonellen werden durch Detektion von drei
Oberflachenantigenen identifiziert: das somatische (O-)Antigen, das flagellare (H-)Antigen
und das Kapselantigen (Vi). Der Nachweis von O-, Vi- und H-Antigenen erfolgt durch
Agglutination mit entsprechenden Seren (nach Ausschluss von Selbstagglutination), mit
anschlieBender FEinteilung in Serovare nach dem White-Kauffmann-LeMinor-Schema.
Salmonellen sind O-, Vi- oder H-positiv (Lee et al. 2015, Selbitz et al. 2015, ISO 6579-
1:2017 Microbiology of the food chain).

Alle Isolate, die durch Bestétigung als Salmonellen eingestuft werden und all jene Isolate, die
verdédchtig sind (typische biochemische Reaktionen, untypische Serologie oder umgekehrt),
miissen schlieBlich zur endgiiltigen Bestitigung an anerkannte Referenzlabore gesendet
werden, wo auch eine genauere Bestimmung (Serotypisierung, Lysotypisierung,
Resistenzbestimmung) moglich ist (Lee et al. 2015, Selbitz et al. 2015, ISO 6579-1:2017
Microbiology of the food chain).

Da die Diagnostik in Lebensmitteln, Futtermitteln, Umwelt und latent infizierten Tieren
aufgrund niedrigerer Keimzahlen schwieriger ist, als in klinischen Isolaten oder
Sektionsmaterial, findet vor allem bei den angewandten Methoden im Lebensmittelbereich ein

standiger Fortschritt statt (Selbitz et al. 2015). Verfahren sollen dabei einfach, schnell und
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kosteneffizient mit hoher Spezifitit und Sensitivitdt sein. Neben konventionellen Verfahren

kommen alternative schnelle Detektionsmethoden zum Einsatz (Lee et al. 2015).

Schnelle Detektionsmethoden basieren auf unterschiedlichen Strategien. ELISA, Latex-
Agglutinationstest und Immunodiffusions-Assay nutzen als Grundlage immunologische
Reaktionen. Dabei binden mono- oder polyklonale Antikorper spezifisch Kapselantigene
(somatische oder flagelldre). Nukleinsduren-basierende Methoden nutzen eine spezifische
Nukleinsdure-Sequenz als Zielstruktur. Besonders wichtige Techniken bei diesen Tests sind
PCR und Hybridisierung. Ein Vorteil ist hier, dass auch niedrige Keimzahlen durch
Amplifizierung erfasst werden. Identifikation durch Biosensoren ist ebenfalls mdglich,

genauso wie eine Identifikation durch miniaturisierte Multitestsysteme (Lee et al. 2015).

Die miniaturisierten Multitestsysteme beruhen auf der Identifizierung von Mikroorganismen
durch charakteristische, biochemisch relevante Reaktionen. Sie funktionieren analog der
konventionellen biochemischen Bestéitigung, nur dass hier mehrere Tests in Kammern oder
auf Mikrotiterplatten (je nach verwendetem Produkt) rdumlich voneinander getrennt
gleichzeitig ablaufen. Je nach verwendetem Testsystem beinhalten sie 10-20 Medien
(Substrate), die auf den untersuchten Mikroorganismus abgestimmt sind. Der
Materialverbrauch ist dabei geringer, die Spezifitit und Sensitivitét liegen bei 95 % (vor allem
bei den neueren Testsystemen) (Lee et al. 2015). In Evaluierungen (1970 bis 1990) fiir
Enterotube II (BD Diagnostics, Sparks, MD) und API 20E (bioM¢érieux sa, Marcy-1 Etoile,
France) zeigte sich bei guten Identifizierungsergebnissen eine unterschiedliche Zufriedenheit
mit den Ergebnissen der einzelnen biochemischen Reaktionen. Wihrend bei sédmtlichen
Reaktionen nur selten bis vereinzelt falsch positive oder negative Ergebnisse auftraten
(Thomforde et al. 1973), zeigte die Citrat-Reaktion von allen Reaktionen am hiufigsten
unbefriedigende Ergebnisse, vor allem durch falsch negative Reaktionen (Thomforde et al.

1973, Shayegani et al. 1978, Hayek und Willis 1984, Holmes 1989).

Vom Prinzip her funktionieren die Multitestsysteme einfach: eine Reinkultur des zu
untersuchenden Isolats wird mit dem Testsystem inokuliert und fiir 24 Stunden (es gibt auch
sehr schnelle Systeme, die nur vier Stunden benétigen) bei vorgegebener Temperatur

inkubiert. Ergebnisse sind anhand von Farbumschligen optisch zu erkennen, durch
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Zuordnung einer Zahl zu jedem Test ergibt sich ein numerischer Code, der manuell mit
Codebuch oder automatisiert mit Datenbank zugeordnet wird. Héufig verwendete
Testsysteme sind zum Beispiel API 20E (bioM¢érieux sa, Marcy-I'Etoile, France) oder
Enterotube II (BD Diagnostics, Sparks, MD), die bereits sehr lange am Markt sind (Lee et al.
2015). Der in dieser Arbeit verwendete EnteroPluri-Test (Firma diagnostici Liofilchem, Italy)
ist das baugleiche Nachfolgeprodukt des Enterotube II (BD Diagnostics, Sparks, MD)
(Mibius 2022).

2.2.4 Biochemische Eigenschaften der Salmonellen

Da die Enzymausstattung der verschiedenen Bakterien sehr unterschiedlich ausgeprigt ist,
finden charakteristische Stoffwechselleistungen ihre Verwendung in der Identifizierung von
Mikroorganismen. Dabei lassen sich auch Salmonellen durch fiir sie typische biochemische
Eigenschaften klassifizieren. Einige sind dabei typisch fir die ganze Familie
Enterobacteriaceae (Reduktion von Nitrat zu Nitrit, mit wenigen Ausnahmen, Oxidase
negativ und Katalase positiv, auler wenige Stimme von Erwinia und Yersinia), andere sind
bei den einzelnen Gattungen unterschiedlich und erlauben so eine Identifizierung (Selbitz et

al. 2015, Krieg und Holt 1984).

Enterobacteriaceae konnen Glucose durch Fermentation (unter anoxischen Bedingungen) und
Oxidation (unter Anwesenheit von Sauerstoff) abbauen, sie sind fakultativ anaerob. Fiir die
Diagnostik wird die Fermentation unter anaeroben Bedingungen genutzt. Hierbei wird
Glucose unter Gasbildung abgebaut. Salmonellen sind stets Glucose-positiv, Gasbildung ist
normalerweise vorhanden, kann aber auch fehlen (S. Typhi). Hinsichtlich der
Géarungsprodukte kann man zwei Gruppen bei den FEnterobacteriaceae unterscheiden:
diejenigen mit gemischter Sduregédrung (z. B. Escherichia, Salmonella, Proteus), sie bilden
vor allem organische Séuren, und diejenigen mit der 2,3-Butandiolgérung, bei der nur wenig
Sdure gebildet wird (z. B. Enterobacter). Hier kommen Tests wie die Methylrotprobe (MR),
die die Séaurebildung anzeigt und die Voges-Proskauer-(VP-) Reaktion, bei der das

Zwischenprodukt Acetoin nachgewiesen wird, das bei der Bildung der 2,3-Butandiole
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entsteht, zum Einsatz. Da Salmonellen gemischte Saduregirer sind, sind sie VP-negativ und
MR-positiv (Fuchs et al. 2014, Krieg und Holt 1984). Allerdings verweisen Garibaldi und
Bayne (1970) darauf, dass Salmonella spp. durchaus in der Lage sind Acetoin (und Diacetyl)
zu produzieren, zwar nicht unter den griindlich kontrollierten Bedingungen der VP-Reaktion,

unter gednderten Nihrstoffbedingungen aber schon (Garibaldi und Bayne 1970).

Dem Gebrauch von Zuckern als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle kommt in der
Diagnostik groe Bedeutung zu. Es kann eine Vielzahl verschiedenster Substrate verwendet
werden. Allen gemeinsam ist, dass die bakterielle Fermentation zur Bildung saurer Produkte
fiihrt, was durch die Zugabe eines pH-Indikators sichtbar gemacht werden kann (Selbitz et al.
2015).

Bei den Disacchariden ist der Test auf Lactosefermentation ein haufig verwendeter. Dabei
enthdlt der Niahrboden Laktose, die durch eine Permease in die Zelle transportiert und dort
durch das Enzym B-Galactosidase in Glucose und Galactose unter Sdurebildung gespalten
wird (E. coli). Salmonellen sind nicht befdhigt Lactose zu fermentieren (Lactose-negativ,
auBer: S. arizonae und S. diarizonae), im Gegensatz zu den eng verwandten E. coli.
Allerdings sind Lactose-positive Stdimme von S. Typhimurium beschrieben. Dieses Merkmal
lieB sich in einigen Fillen auf Plasmid-kodierte Gene zuriickfiihren, bei denen Ahnlichkeiten
mit dem Jlac-System von E. coli festgestellt wurden, wobei nicht klar ist, ob diese Eigenschaft
wirklich via Plasmid unter den Bakterien verbreitet wurde (Krieg und Holt 1984, Neidhardt et
al. 2005).

Andere Oligo- und Disaccharide, die in der Diagnostik Bedeutung haben, wiren Trehalose,
die von Salmonellen fermentiert wird und Sucrose, die normalerweise nicht fermentiert wird,
wobei eine plasmidiibertragene Fihigkeit zur Sucrosefermentation bei einigen S.
Typhimurium Isolaten beobachtet wurde. Bei den Pentosen wird hiufig die Uberpriifung auf
Arabinosefermentation genutzt, Salmonellen sind Arabinose-positiv. Wie bei E. coli finden
sich bei S. Typhimurium Ara-Gene die entsprechende Enzyme kodieren (Neidhardt et al.

2005, Krieg und Holt 1984).

Weiters werden in der Diagnostik Polyole genutzt. Zu ihnen zdhlen Dulcitol (Galactitol),

Sorbitol (Glucitol) und Adonitol (Ribitol). Salmonella spp. sind Sorbitol positiv. Bei S.



23

Typhimurium ist ein spezifischer Membrankomplex mit zwei spezifischen Enzymen fiir den
Gebrauch von Sorbitol beschrieben. Adonitol kann nicht genutzt werden. Dulcitol kann als
alleinige Kohlenstoffquelle genutzt werden, jedoch gibt es einige Ausnahmen wie S. Typhi, S.
Choleraesuis, S. arizonae und §. Pullorum. (Krieg und Holt 1984, Neidhardt et al. 2005).
Auch der in dieser Arbeit verwendete Stamm S. Typhimurium ATCC 14028, der auch fiir
Qualitdtskontrollen genutzt wird, ist Dulcitol negativ. Eine Arbeit, die sich diesem
spezifischen Stoffwechselweg widmete, liel erkennen, dass in den Gebrauch von Dulcitol
mehrere Enzyme involviert sind, deren korrespondierende Gene in einem gat-Gencluster
liegen. Bei Salmonella-Stimmen, die kein Wachstum auf Dulcitol zeigten, fehlten im Genom

einige Gene dieses Clusters, so auch bei S. Typhimurium 14028s (Nolle et al. 2017).

Bei der Uberpriifung des Citratgebrauchs wird bewertet, ob das Isolat Citrat als einzige
Kohlenstoffquelle nutzen kann. Salmonellen sind Citrat-positiv mit einigen Ausnahmen: S.
Typhi, S. Paratyphi A und einigen Vertretern von S. Gallinarum und S. Pullorum. Ein haufig
verwendeter Nahrboden ist der Simmons-Citrat-Agar. Er beinhaltet Natriumcitrat als
Kohlenstoffquelle, Ammonium-di-hydrogenphosphat als Stickstoffquelle und
Bromthymolblau als Farbindikator. Das Medium ist unbeimpft griin, kommt es zu einem
Abbau, entstehen alkalische Metaboliten, die Farbe &ndert sich in blau (American Society of

Microbiology 2022, Krieg und Holt 1984).

Die Fahigkeit Harnstoff durch das Enzym Urease zu Ammoniak und COz zu hydrolysieren
besitzen Salmonellen nicht, sie sind Urease-negativ. Ein hédufig eingesetzter Ndhrboden zur
Uberpriifung dieser Reaktion ist der Harnstoff-Agar nach Christensen, der Phenolrot als pH-
Indikator enthélt. Bei Anwesenheit des Enzyms (z. B. Proteus spp.) kommt es durch
Alkalisierung zu einem Farbumschlag, das Medium wird pink. Klinische Isolate mit der
Féhigkeit der Harnstofthydrolyse bei S. Typhimurium (und auch E. coli) sind beschrieben, bei
thnen liegen die kodierenden Gene auf einem Plasmid. Im Vergleich mit den chromosomalen
Genen von Klebsiella aerogenes zeigte sich, dass beide aus einem Cluster mit sieben Genen
bestehen, allerdings unterschieden sie sich in der Expression: die Expression plasmidkodierter
Gene wurde durch die Anwesenheit von Harnstoff vermittelt (American Society of

Microbiology 2022, Krieg und Holt 1984, Neidhardt et al. 2005).
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Salmonellen konnen Phenylalanin nicht oxidativ desaminieren, sie sind Phenylalanin negativ.
Auch die oxidative Desaminierung von Tryptophan fehlt ihnen. Sie wird mit der
Indolreaktion liberpriift: Kann Tryptophan genutzt werden, entsteht aus Tryptophan durch das
Enzym Tryptophanase Pyruvat, NHs und Indol. Zur Uberpriifung wird hier das Kovacs-
Reagenz zugesetzt. Es beinhaltet p-Dimethylamino-benzaldehyd, das mit Indol reagiert,
wodurch sich ein roter Komplex bildet. Salmonellen bilden kein Indol, sie sind Indol-negativ

(American Society for Microbiology 2022, Krieg und Holt 1984, Neidhardt et al. 2005).

Salmonellen besitzen die Féhigkeit Schwefelwasserstoff (Dihydrogensulfid =H.S) aus
Thiosulfat (S303%) zu bilden. Dafiir exprimieren sie zwei verschiedene Enzymsysteme, die
unabhingig H>S produzieren. Dabei handelt es sich um die Thiosulfatreduktase (PhsABC-
Enzyme) und die anaerobe Sulfitreduktase (AsrABC-Enzyme), die einen alternativen Weg
wihrend eines anaeroben Wachstums darstellt. Dieses Merkmal wird als diagnostischer Test
benutzt um H>S-Bildner, wie Salmonellen, Profteus und Citrobacter, von HxS-negativen
Enterobacteriaceae (z.B. E. coli) zu unterscheiden. Durch die Sulfide zeigt sich eine
schwarze Farbung auf dem XLD-Agar bzw. dem Triple-Sugar-Iron-Agar (TSI). H>S-negative
Vertreter sind viele Stimme von S. Paratyphi A und S. Choleraesuis (Krieg und Holt 1984,
Neidhardt et al. 2005, Selbitz et al. 2015).

Die  Aktivitit von  Aminosdure-Decarboxylasen ~ wird  ebenfalls gerne  als
Differenzierungsmerkmal herangezogen. Bei Salmonellen werden die Decarboxylasen fiir
Lysin und Ornithin fiir die Diagnostik genutzt. Die Carboxylase wandelt die entsprechende
Aminosdure in ein biogenes Amin um: Die Lysindecarboxylase wandelt Lysin in Cadaverin
um, die Ornithindecarboxylase Ornithin in Putrescin. Sie sind pH-abhéngig, sinkt der pH,
steigt ihre Aktivitdit. Durch die Reaktion wird der pH-Wert der Umgebung angehoben
(Neidhardt et al. 2005). Dies triigt wohl zum Uberleben des Bakteriums in saurem Milieu bei
(saurer Magen pH, Uberleben in Makrophagen). Im Versuch mit Mutanten die frei von diesen
Enzymen waren, konnte allerdings keine Abschwichung der Virulenz (im Mausmodell)
gefunden werden (Viala et al. 2011). Salmonella spp. sind somit Ornithindecarboxylase-
positiv (mit Ausnahme von S. Gallinarum und S. Typhi) und Lysindecarboxylase-positiv

(auBer S. Paratyphi A) (Krieg und Holt 1984).
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2.2.5 Salmonellen mit atypischen biochemischen Eigenschaften

Mechanismen wie Konjugation, Transformation und Transduktion ermoglichen es Bakterien
neue Eigenschaften zu erwerben (Fuchs et al. 2014). Salmonellen sind eine sehr vielfdltige
Art. Salmonella enterica beinhaltet liber 2500 Serovare, worin wiederum diverse Stimme
enthalten sind, mit teils streng wirtsadaptierten Vertretern, oder aber welchen mit breitem
Wirtsspektrum (Selbitz et al. 2015). Dabei sind bei pathogenen Salmonellen Stoffwechsel und
Pathogenese eng verkniipft. Sowohl im Lumen des Gastrointestinaltrakts als auch intrazelluldr
in den intestinalen Epithelzellen und phagozytierenden Zellen kommt es zu einem komplexen
Zusammenspiel zwischen Wirt und Erreger, in dessen Verlauf der gesamte Stoffwechsel
standig auf die sich dndernden Situationen eingestellt wird, um erfolgreich auf konkurrierende
Bakterien, variierende Néhrstoffverfiigbarkeit, auf das Immunsystem des Wirtes oder andere
ungiinstige Bedingungen reagieren zu kénnen. Das erfolgreiche Uberleben und Wachstum ist
dabei von standigen Anpassungsreaktionen begleitet, die die Situation im Wirt widerspiegeln,
wobei die Mechanismen dahinter nur teilweise gekldrt sind (Taylor und Winter 2020,
Dandekar et al. 2015). Durch die Vielzahl an verschiedenen Sa/monella Serovaren und
Stimmen und die Besiedelung unterschiedlichster Nischen verwundert es daher nicht, dass
auch immer wieder Stimme mit abweichenden biochemischen Eigenschaften gefunden

werden.

Woher diese verdnderten biochemischen Eigenschaften kommen, ist nicht immer bekannt.
Farmer III (1975) beschreibt das Auftreten Urease-positiver Sa/monella Cubana und vermutet,
dass die Fihigkeit zur Urease-Produktion entweder auf eine Ubertragung durch Konjugation
(z. B.: Proteus konnte via Plasmid seine Urease-Fdhigkeit an andere Enterobacteriaceae
iibertragen haben) oder Transduktion zurlickzufiihren ist, oder, dass es sich um das Ergebnis

von Mutationen handelt (Farmer III et al. 1975).

Lactose-fermentierende Salmonellen konnen unter Isolaten verschiedener Serovare
identifiziert werden. Berichte iiber diese Isolate kommen aus verschiedenen Léndern. Ein
Lactose-positiver S. Typhimurium Stamm wurde in Brasilien in Sao Paolo als endemisch
beschrieben. Von der Erkrankung waren meistens Sduglinge im ersten Lebensjahr betroffen

und der Stamm wies Resistenzen gegen verschiedene Antibiotika auf. Ebenfalls war er gegen
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Phagen resistent und somit nicht typisierbar (Falcao et al. 1975). Ein Ausbruch einer
Lebensmittelvergiftung in Afrika 1982 lieB sich auf Lactose-fermentierende Isolate von S.
Tuebingen zurilickfiihren (Dube 1982). McDonough (2000) beschreibt sechs Ausbriiche von
Salmonellose durch einen Lactose-fermentierenden Stamm von S. Typhimurium im
Nordosten der USA bei Saugkilbern, gekennzeichnet durch einen schnellen Verlauf mit hoher
Mortalitdt. Dazu hatten diese Salmonellen auch ein erweitertes Resistenzspektrum. Er erstellt
die Hypothese, dass sich Lactose-fermentierende Salmonellen in einer Nische als Anpassung
an ihre Umgebung, Néhrstoffverfiigbarkeit und Landwirtschaftspraktiken entwickeln. Ein
Problem sieht er darin, dass diese Salmonellen durch ihr untypisches Verhalten, die Féhigkeit
Laktose zu fermentieren, moglicherweise nicht immer isoliert und detektiert wurden und es so
zur weiteren Verbreitung kam (McDonough et al. 2000). Leonard et al. (2015) teilen die
Meinung, dass es sich um eine Anpassung an die Umgebung und an ein reichlich vorhandenes
Substrat handelt. Sie stellten mittels Genomanalyse von dreizehn unterschiedlichen Lactose-
fermentierenden Isolaten (gehorend zu verschiedenen Serovaren von S. enterica subspezies
enterica: S. Senftenberg, S. Tennessee, S. Indiana, S. Montevideo und S. enterica subspezies
diarizonae) fest, dass sich die Lokalisation der zustindigen lac-Gene nicht einheitlich
darstellte. Bei einigen waren die /ac-Gene in das Chromosom (S. Tennessee, S. Indiana, S.
diarizonae) integriert, bei anderen lagen sie auf einem Plasmid (S. Senftenberg, S.
Montevideo). Die Verbindung mit Insertionssequenzen war evident, was fiir ein sehr mobiles
genetisches Element spricht, welches von Salmonellen auf verschiedenen Wegen erworben

werden konnte (Leonard et al. 2015).

Lysin-Decarboxylase-negative Isolate, die in Zusammenhang mit Salmonella enterica serovar
Enteritidis assoziierten Salmonellose Ausbriichen gefunden wurden, wurden 2006 in Japan
dokumentiert. Hierbei waren immerhin zehn von 109 untersuchten Stdmmen Lysin negativ.
Bei ihnen wurde eine ursidchliche Punktmutation in cadC (Teil des cad-locus, der fir die
Lysin-Decarboxylase-Aktivitdt verantwortlich sein diirfte) identifiziert (Morita et al. 2006,
Neidhardt et al. 2005).

Aus den letzten Jahren gibt es vermehrt Berichte tiber H>S-negative Salmonellen-Stdmme.
Die untersuchten Isolate gehorten verschiedenen Serovaren an und wurden in verschiedenen

Léandern isoliert, liberwiegend in Asien. So konnten in China H>S-negative Isolate bei den
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Serovaren S. Gallinarum, S. Typhimurium, S. Choleraesuis, S. Paratyphi A, S. Senftenberg
und anderen isoliert werden. Gefunden wurden sie bei Proben von Gefliigel, Schweinefleisch,
Meeresfriichten und klinischen Féllen humaner Patienten (Xie et al. 2015 und 2018, Yi et al.
2014). Wihrend die H:S-negativen Isolate von S. Senftenberg keinen signifikanten
Unterschied in der Empfindlichkeit gegen Antibiotika im Vergleich mit den H>S-positiven
Isolaten aufwiesen (Yi et al. 2014), waren einige der anderen Isolate gegen diverse
Antibiotika resistent, einige multiresistent (Xie et al. 2015 und 2018). Bei den H>S-negativen
Isolaten fanden sich verschiedene Mutationen in phsA, das zum phsABC-Operon gehort und
fiir den Vorldufer der Thiosulfatreduktase kodiert, was zu dem Verlust der Fahigkeit HoS zu
produzieren gefiihrt haben diirfte (Xie et al. 2015 und 2018, Yi et al. 2014).

Auch in Europa gibt es Dokumentationen H>S-negativer Salmonellen. In Schweden gab es
2019 einen Ausbruch von Salmonellose durch nicht-H>S-produzierende monophasische
Salmonella Typhimurium mit 82 humanen Salmonellosen. Als Quelle wurden hier kleine
Tomaten vermutet (Colombe et al. 2019). In Portugal wurde ein H>S-negativer Stamm
monophasischer S. Typhimurium in Gefliigelfleisch nachgewiesen (Mourao et al. 2020).
Dieser atypische H2S-negative Stamm wéchst unter verschiedenen limitierenden Bedingungen
und scheint sowohl national als auch international verbreitet zu sein. Er konnte aufgrund
seines atypischen Phinotyps schwerer zu detektieren sein. Weiters ist er metalltolerant
(Metalle und organische Sauren werden als Futterzusitze und zur Oberfldchendesinfektion als
Antibiotikaersatz verwendet) und gegen verschiedene Antibiotika resistent (Sakano et al.
2013). Ein Zirkulieren und gehduftes Vorkommen in der EU kann nicht ausgeschlossen
werden. Bei den hier genannten Isolaten wurden ebenfalls Mutationen im phs4-Gen
gefunden. Die verlorene H2S-Produktion diirfte im Zusammenhang mit einer Anpassung der
Salmonellen an ihre Umgebung entstanden sein und konnte auch einen Vorteil gegeniiber

anderen Bakterien im Darm darstellen (Mourao et al. 2020, Sakano et al. 2013).
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3. Material und Methode

3.1 Material

3.1.1 Probenmaterial

Es wurden Prophagenlysate aus der Sammlung des Instituts zur Untersuchung verwendet, die
aus vorausgegangenen Experimenten gewonnen wurden. Insgesamt wurden 40 lysogene
Phagen zur Untersuchung herangezogen. Davon stammten 38 Prophagen von verschiedenen
S. Typhimurium Stdmmen, zwei von S. Enteritidis Stimmen (PSEs7 und PSEsl1S8). Die
Bezeichnungen der Prophagen wurden beibehalten: PS 1-5, PS 7-9, PS 11, PS 13-17, PS 19,
PS 21, PS 23-28, PS 30-33, PS 35-38, PS 43-47, L18B, L36B, PSEs7, PSEs18, PS s157. Von
allen verwendeten Phagen war aus vorangegangenen Experimenten bekannt, dass sie den von

uns verwendeten Teststamm als Wirt nutzen.

Bei dem fiir die Inokulation verwendeten Bakterienstamm handelt es sich um den Salmonella

Typhimurium Stamm ATCC 14028 WT (American Type Culture Collection).

Als Referenzstimme wurden verwendet:

e Salmonella Typhimurium ATCC 14028 WT (American Type Culture Collection)

e Proteus vulgaris ATCC 13915 (American Type Culture Collection)

o Klebsiella pneumoniae ATCC 3883 (American Type Culture Collection)

e Enterobacter ( = Enterococcus) faecalis ATCC 29212 (American Type Culture
Collection)

3.1.2 Testsysteme
Verwendet wurden EnteroPluri-Tests der Firma Diagnostici Liofilchem (Roseto di Abruzzi

(TE) Italy, Ref. 78619).

Hierbei handelt es sich um kommerziell erhiltliche Multitestsysteme, bei denen in zwolf

Kammern auf 15 verschiedene biochemische Eigenschaften getestet wird. Tab. 1 gibt eine
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Ubersicht der biochemischen Reaktionen mit Name und Nummer der zugehorigen Kammer
wieder, entsprechend der Beschreibung der im  EnteroPluri-Test enthaltenen

Gebrauchsanleitung:

Tab. 1: Ubersicht der biochemischen Reaktionen im EnteroPluri-Test mit Name und Nummer der jeweiligen
Kammer

Nummer der Kammer Name der Kammer Biochemische Reaktion

Kammer 1 Glucose/Gas Glucosefermentation
Gasbildung

Kammer 2 Lysin Decarboxylierung von Lysin

Kammer 3 Ornithin Decarboxylierung

von Ornithin

Kammer 4 H>S/Indol Schwefelwasserstoffbildung (H»S)
Bildung von Indol

Kammer 5 Adonitol Adonitolfermentation

Kammer 6 Lactose Lactosefermentation

Kammer 7 Arabinose Arabinosefermentation

Kammer 8 Sorbitol Sorbitolfermentation

Kammer 9 VP Bildung von Acetoin

Kammer 10 Dulcitol/PA Dulcitolfermentation
Desaminierung

von Phenylalanin

Kammer 11 Urea Harnstoffhydrolyse

Kammer 12 Citrat Citratverwertung

Zusitzliche im EnteroPluri-Test verwendete Reagentien:

e Kovacs Reagens (Indoltest)
e Alpha-Naphthollosung 5 % (VP-Reaktion)
e Kaliumhydroxidlésung 20 % (KOH) (VP-Reaktion)
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Die Reagentien stammen vom Institut und wurden nach allgemein giiltigen Standards
hergestellt.

Zur Uberpriifung abweichender Testergebnisse wurden zusitzliche Nihrmedien mit
Farbindikator nach allgemein giiltigen Standards hergestellt. Es waren dies:

e Simmons-Citrat-Agar
e Harnstoff-Agar nach Christensen
e Lysin-Decarboxylase-Agar

Sie werden unter Punkt 3.2.6.1-3.2.6.3 beschrieben.

3.1.3 Geriite und sonstige Materialien
e Aqua bidest.
Autoklav

e Automatische Pipettierhilfe Powerpette Plus (VWR; JENC267-201)

e Bunsenbrenner (Schiitt)

e Eppendorf Pipetten
o Eppendorf Research Plus Pipette 10 pl (Eppendorf; 3120 000.020)
o Eppendorf Research Plus Pipette 100 ul (Eppendorf; 3120 000.046)
o Eppendorf Research Plus Pipette 1000 ul (Eppendorf; 3120 000.062)

e Glaseprouvetten

e Glaspipetten, autoklaviert

e Inkubator (WTB Binder; 9010-0080)

e Inkubator (Memmert; D6064)

e Metallosen (Becker)

e Natriumchlorid (Merck; 1.06404.0500)

e NaCl 0,9 % Losung steril

e PES-Spritzenvorsatzfilter 0,2 um (VWR International; 514-0073)

e Pipettenspitzen (Greiner Bio One)
o 1000 pl (686290)
o 200 ul (685290)
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o 20 pul (765290)
Reaktionsgefa3 1,5 ml (Greiner Bio-One; 616201)
Reaktionsgefal 2 ml (Greiner Bio-One; 623201)
Thermoschiittler (Eppendorf; New Brunswick™ Innova 40/40R Incubator Shaker 40)
Vortexmischer (IKA MS2 Minishaker)
Zentrifuge (Eppendorf; 5417C)

3.1.4 Nahrmedien

Brain Heart Infusion (BHI) Broth (Oxoid; CM1135)

LB Agar Miller (Thermo Scientific™ Oxoid 10081163)

LB Broth (Thermo Scientific Oxoid; Luria Bertani Broth (Miller)-Oxoid; CM0996B)
Lysin-decarboxylase-Broth (Taylor Modification)

o Hefeextrakt (Oxoid; LP0021B)

o Glucose (Oxoid; CM0053)

o L-Lysine (Sigma; L5501)

o Bromkresolpurpur (Merck; 1.03025.0025)
Simmons-Citrat-Agar:

o Magnesiumsulfat Heptahydrat (Merck; 1.05886.0500)

o Ammonium-di-hydrogenphosphat (Merck; 101440.0050)
o Natrium-ammonium-hydrogenphosphat (Merck; 6682)

o Natrium tribasisch Dihydrat (Sigma-Aldrich; S4641)

o Sodium chloride (Merck; 1.06404.1000)

o Bromthymolblau (Merck; 1.03026.0005)

o Bakteriologischer Agar (Thermo Scientific™ Oxoid™; 10351303)
Urea-Agar-Base (Harnstoff Agar nach Christensen):

o Harnstoff (Sigma; U1250-1KQG)

o Pepton (Oxoid; LP0034)

o Glucose (Oxoid; CM0053)

o Sodium chloride (Merck; 1.06404.1000)
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o Kalium-di-hydrogenphosphat (Merck; 104873)
o Phenolrot (Roth; T127.1)
o Bakteriologischer Agar (Thermo Scientific™ Oxoid™; 10351303)

3.2 Methode

3.2.1 Herstellung einer Fliissigkultur

Aus einem bereits im Vorfeld auf LB-Agar angeziichtetem Sa/monella Typhimurium Stamm
ATCC 14028 WT wurde mittels abgeflammter Metallose eine Kolonie entnommen und in
BHI-Flissigmedium gelost. Diese Suspension wurde iiber Nacht im Thermoschiittler bei

37 °C und 180 rpm inkubiert.

3.2.2 Inokulation der Kultur mit lysogenen Phagen

Am darauffolgenden Tag wurden entsprechend der Probenanzahl autoklavierte
Glaseprouvetten mit je 2,5 ml LB-Medium befiillt. Danach wurden je 10 pl bakterielle
Suspension (Bakterien befanden sich zu diesem Zeitpunkt in der stationdren Phase) aus der
Flissigkultur in jedes Rohrchen iiberfiihrt. Diese kamen nun wieder zuriick in den
Thermoschiittler fiir zwei Stunden bei 37 °C und 180 rpm. Nach zwei Stunden wurde den
Eprouvetten je 50 pul der zu testenden Phagenldsung zugesetzt. Vor dem Zusatz in die
bakterielle Suspension wurde jede Phagenlosung gevortext. Zusdtzlich wurde eine Probe
angesetzt, der keine Phagen zugesetzt waren. Sie diente als Kontrolle und Vergleich. Die so
inokulierten Kulturen kamen nun wieder {iber Nacht in den Thermoschiittler bei 37 °C und

180 rpm.

3.2.3 Pelletgewinnung
Nachdem die Eprouvetten vom Thermoschiittler entnommen wurden, wurde aus jedem
Rohrchen mittels automatischer Pipettierhilfe 1 ml Probenldsung entnommen und in sterile

1,5 ml Eppendorf Rohrchen iiberfiihrt. Diese wurden bei maximalen rpm fiir zwei Minuten in
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der Eppendorfzentrifuge (5417C) zentrifugiert. Der Uberstand der jeweiligen Probe wurde
danach sofort abpipettiert, das Pellet wurde mit je 1 ml sterilem 0,9 % NaCl-Losung
gewaschen. Danach kamen sie wieder in die Zentrifuge bei maximalen rpm fiir zwei Minuten
und der Waschschritt wurde wiederholt. Im Anschluss an den zweiten Waschschritt wurde der

Uberstand griindlich abpipettiert, um ein moglichst reines Pellet zu erhalten.

3.2.4 Beimpfung der EnteroPluri-Tests
Die Tests wurden gemél Herstellerempfehlungen im Kiihlschrank gelagert, vor Inokulation
wurde der jeweilige EnteroPluri-Test der Packung entnommen und mit Name der Probe,

Datum und Zeitpunkt der Beimpfung versehen.

Fiir die Beimpfung wurden die Schraubkappen entfernt, mit der Impfnadel des Testsystems so
viel vom Pellet wie moglich entnommen und durch alle Kammern des Systems inokuliert. Die
Impfnadel wurde im Testsystem belassen und an vormarkierter Einkerbung abgebrochen, die
Schraubverschliisse wieder aufgesetzt und mit dem abgebrochenen Teil der Impfnadel die
Plastikfolie im Bereich der Locher der Kammern Adonitol, Lactose, Arabinose, Sorbitol, VP,

Dulcitol/PA, Urea und Citrat durchstoBen um die Umgebung aerob zu halten.

Die Tests kamen nun zur Bebriitung fiir 18-24 Stunden bei 36 +/- 1 °C in den Inkubator.

3.2.5 Auswertung der Testergebnisse

Die Tests wurden nach der vom Hersteller empfohlenen Bebriitungszeit von 18-24 Stunden
aus dem Inkubator geholt, die Farbumschldge der einzelnen Kammern beurteilt und als
Testergebnisse notiert (eine Ubersicht iiber das Erscheinungsbild bei positiven und negativen
Reaktionen liefert Tab. 2). Positive Tests waren gemdl3 eines Farbumschlags zu erkennen,
negative zeigten keinen. Hierflir gab es eine mitgelieferte Reaktionstabelle mit Farbskala und
Beschreibung der Farbreaktionen. Zusétzlich wurde mit der Kontrollprobe, die nur S.

Typhimurium ATCC 14028 WT, ohne Phagen, enthielt, verglichen.

Im Anschluss wurde bei jedem Testsystem der Indoltest durchgefiihrt. Hierzu wurde der

jeweilige Test mit der flachen Seite nach oben gelegt, die Plastikfolie perforiert und 3-4
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Tropfen Kovacs-Reagenz in die H>S/Indol Kammer injiziert. Das Ergebnis wurde nach 15

Sekunden abgelesen.

Des Weiteren wurde auch der Voges-Proskauer-Test durchgefiihrt. Hierbei wird das

Testsystem wiederum mit der flachen Seite nach oben gelegt, danach werden je drei Tropfen

Alpha-Naphthol und zwei Tropfen Kaliumhydroxid unter die Folie der Kammer VP injiziert.

Das Ergebnis wurde nach 20 Minuten abgelesen.

Tab. 2: Erscheinungsbild positiver und negativer Reaktionen im EnteroPluri-Test

Kammer

Biochemische Farbe positiv Farbe negativ

Reaktion

1: Glucose/Gas Glucosefermentation  gelb Rot

Gasproduktion Wachsabhebung Keine
Wachsabhebung

2: Lysin Decarboxylierung von  violett Gelb
Lysin

3: Ornithin Decarboxylierung von  violett gelb
Ornithin

4: H,S/Indol Bildung H,S schwarzbraun Beige
Bildung Indol rosarot farblos

5: Adonitol Adonitolfermentation  Gelb rot

6: Lactose Lactosefermentation Gelb Rot

7: Arabinose Arabinosefermentation Gelb Rot

8: Sorbitol Sorbitolfermentation  gelb Rot

9: VP Bildung von Acetoin  rot Farblos

10: Dulcitol/PA Dulcitolfermentation  gelb grin
Desaminierung von dunkelbraun griin
Phenylalanin

11: Urea Harnstofthydrolyse pink beige

12: Citrat Citratverwertung blau griin

3.2.6 Uberpriifung der Testergebnisse

Um vom phagenfreien S. Typhimurium Stamm ATCC 14028 WT abweichende Ergebnisse zu

iiberpriifen wurden zusitzliche Tests durchgefiihrt.
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Bei biochemischen FEigenschaften die sich nur selten verdndert hatten wurden erneut
EnteroPluri-Tests mit den fraglichen Proben inokuliert. Fiir drei héaufig verdnderte

biochemische Eigenschaften wurden zusédtzliche Ndhrboden hergestellt und verwendet.

3.2.6.1 Uberpriifung der Verwertung von Citrat als einziger Kohlenstoffquelle
Hergestellt wurde Simmons-Citrat-Agar nach der Rezeptur von Oxoid (OXOID; CMO0155)
(ThermoFisher Scientific Inc, 2022):

Komponenten:

Magnesiumsulfat 0,2 g/1
Ammonium-di-hydrogenphosphat 0,2 g/l
Natrium-ammonium-hydrogenphosphat 0,8 g/1
Natriumcitrat, tribasisch Dihydrat 2,0 g/I
Natriumchlorid 5,0 g/l

Bromthymolblau 0,08 g/1

Agar 15,0 g/l

pH 7,0 +/- 0,2 bei 25 °C

Die aufgezdhlten Komponenten des Mediums wurden unter Aufkochen in 1000 ml
bidestilliertem Wasser suspendiert und 15 Minuten lang bei 121 °C autoklaviert. Nach dem
Autoklavieren wurde der fertige Simmons-Citrat-Agar in 15 ml Rohrchen zupipettiert, je 5 ml

pro Rohrchen. Bis zum Aushérten des Agars wurden die Rohrchen schrig gelagert.
Das hergestellte Medium wurde bei 2-8 °C gelagert.

Zur Uberpriifung der Proben auf die Verwertung von Citrat wurde das jeweilige zu
untersuchende transduzierte Bakterium (Bakterienphagenpellet) (hergestellt wie unter Punkt

3.2.1-3.2.3 beschrieben) mittels Impfose aus dem Rohrchen entnommen und auf einem
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Schragagar ausgestrichen, bei 35 °C inkubiert und nach 24 und 96 Stunden beurteilt. Es
wurde der Bakterienstamm ATCC 14028 WT mit jeweils einem der 40 zu untersuchenden
Phagen transduziert und iiberpriift. Als Negativ-Kontrolle wurden Enterococcus faecalis
ATCC 29212 und Proteus vulgaris 13915 getestet. Als doppelte Positiv-Kontrolle diente
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 WT.

Koénnen Mikroorganismen Citrat als alleinige Kohlenstoffquelle nutzen, so wachsen sie auf
diesem Medium und bewirken eine alkalische Reaktion, die durch einen Farbumschlag des

Indikators von griin zu blau sichtbar wird (Thermo Fisher Scientific Inc, 2022).

3.2.6.2 Uberpriifung der Urease-Aktivitit
Hergestellt wurde ein Harnstoff-Agar nach Christensen nach der Rezeptur der American

Society for Microbiology (American Society for Microbiology, 2022):
Komponenten:

Harnstoft 20 g/l

Pepton 1,0 g/

Glucose 1,0 g/l

Natriumchlorid 5,0 g/l

Kalium-dihydrogenphosphat 2,0 g/l

Phenolrot 0,012 g/

Agar 15,0 g/l

pH 6,8 +/- 0,2

20 g Harnstoff wurden in 100 ml destilliertes Wasser suspendiert und sterilfiltriert mithilfe
eines 0,2 um PES-Spritzenvorsatzfilters. Die anderen Komponenten wurden separat in einem
anderen GefdB3 unter Aufkochen in 900 ml destillierten Wasser suspendiert und 15 Minuten

autoklaviert. Danach wurde auf 50 °C abgekiihlt und mit der sterilen Harnstofflosung
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vermischt. Das fertige Medium wurde in 15 ml Réhrchen pipettiert, je 5 ml pro Réhrchen. Bis
zum Aushirten des Agars wurden die Rohrchen schrig gelagert. Das fertige Medium hatte
hell-gelb-orange Farbe.

Zur Uberpriifung der Urease-Aktivitit wurde mittels Impfose das jeweilige zu untersuchende
transduzierte Bakterium (Bakterienphagenpellet) (hergestellt wie unter Punkt 3.2.1-3.2.3
beschrieben) dem Rohrchen entnommen und auf Schrigagar ausgestrichen. Danach wurden
die Proben bei 37 °C inkubiert. Ergebnisse wurden wiederum nach 24 und 96 Stunden
abgelesen. Es wurden alle 40 Proben {iberpriift. Als Positiv-Kontrolle wurden Proteus
vulgaris ATCC 13915 und Klebsiella pneumoniae ATCC 3883 verwendet, als doppelte
Negativ-Kontrolle wiederum Salmonella Typhimurium ATCC 14028 WT.

In Gegenwart des Enzyms Urease wird Harnstoff in Kohlendioxid und Ammoniak gespalten,
was sich durch den pH-Indikator Phenolrot als Farbreaktion beobachten ldsst. Bei positivem
Ergebnis verdndert sich die Farbe von gelb zu pink bis purpur, bei negativem Ergebnis bleibt

das Medium gelblich, bzw. rein gelb (American Society of Microbiology, 2022).

3.2.6.3 Uberpriifung der Lysindecarboxylase-Aktivitit
Hergestellt wurde ein Lysin-Decarboxylase-Agar (Taylor Modification) nach der Rezeptur
von Oxoid (OXOID; CM0308) (Thermo Fisher Scientific Inc, 2022):

Komponenten:

Hefeextrakt 3,0 g/l

Glucose 1,0 g/l

L-Lysin 5,0 g/l
Bromokresolpurpur 0,016 g/l

pH 6,1 +/- 0,2 bei 25 °C
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Die Komponenten des Mediums wurden in 1000 ml destilliertem Wasser durch Erhitzen
gelost und bei 121 °C fiir 15 Minuten autoklaviert. Im Anschluss wurde der Agar in 15 ml
Rohrchen pipettiert, je 5 ml pro R6hrchen.

Zur Uberpriifung der Lysindecarboxylase-Aktivitit wurde das jeweilige zu untersuchende
transduzierte Bakterium (Bakterienphagenpellet) (hergestellt wie unter Punkt 3.2.1-3.2.3
beschrieben) dem Roéhrchen entnommen und in das fliissige Medium inokuliert. Es wurden
die fraglichen Proben PS 1, 11, 16, 26 und PSE s18 getestet. Als Negativ-Kontrolle wurden
Enterococcus faecalis ATCC 29212 und Proteus vulgaris 13915 verwendet. Inkubiert wurde
im Anschluss bei 35 °C, ausgewertet nach 24 und 96 Stunden.

Bei positiver Reaktion kommt es zu einer Farbverdnderung von gelb zu violett, ist die

Reaktion negativ bleibt das Medium gelb (Thermo Fisher Scientific Inc, 2022).
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4. Ergebnisse

4.1 Bestimmung des Phagentiters

Um die Transduktion von S. Typhimurium ATCC 14028 einheitlich durchfiihren zu konnen
wurde die Konzentration der Phagen im Vorfeld mittels Verdiinnungsreihen ermittelt. Sie
betrug fiir PS 1 5%10* PFU/ml, PS 2 3*10° PFU/ml, PS 8 5*10* PFU/ml, PS 9 2*10* PFU/ml,
PS 17 6*10°PFU/ml, PS 28 4,5*10"PFU/ml. Alle anderen Prophagen hatten die
Konzentration 10°PFU/ml. Sie wurden allesamt sterilfiltriert und nach institutsinternen

Standards gekiihlt aufbewahrt bis zu ihrer Verwendung.

4.2 Ergebnisse der EnteroPluri-Tests
Mit dem Multitestsystem EnteroPluri-Test wurden Proben, die mit 40 verschiedenen Phagen

transduziert wurden, auf Verdnderung von 15 biochemischen Eigenschaften iiberpriift.

Die laut Hersteller beim Testsystem zu erwartenden Reaktionen und die tatsdchlich
beobachteten Reaktionen fiir Salmonella Typhimurium ATCC 14028 ( = WT 14028) sind in

Tab. 3 zusammengefasst:

Tab. 3: Ubersicht zu erwartende Reaktionen und tatséichliche Reaktionen ATCC 14028. + ist
positive Reaktion, - ist negative Reaktion; Abgekiirzte Namen der Kammern: Glu = Glucose, Lys =
Lysin, Orn = Ornithin, Ind = Indol, Ad = Adonitol, Lac = Lactose, Ara = Arabinose, Sor = Sorbitol,
Dul = Ducitol, Cit = Citrat

Glu | Gas | Lys | Orn | HoS | Ind | Ad | Lac | Ara | Sor | VP | Dul | PA | Urea | Cit
Reaktionen |+ |[+/- |+ |[+/- |+ - - |- + |+ |- |- - |- +/-
laut
Hersteller
Reaktionen | + + + + + - - - + + |- - - + +
phagenfreier
WT 14028
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Der von uns als Referenz mitgefiihrte WT 14028 entsprach also den zu erwartenden
Eigenschaften mit Ausnahme der vorletzten Kammer, Urea (Harnstoffthydrolyse) (siche Abb.
1). Da fiir den Stamm Salmonella Typhimurium ATCC 14028 WT bekannt war, dass er eine
negative Reaktion liefert, wurde er wiederholt getestet. Hierzu wurde einerseits die pelletierte
Version herangezogen, aber auch eine Kultur aus dem angeziichteten Stamm und eine neu
angeziichtete Kultur. Alle lieferten das gleiche Ergebnis, und stellten sich, abweichend von
der Beschreibung, Urease-positiv dar. Die Harnstoffhydrolyse wurde somit nachfolgend auf

einem eigenen Nihrboden iiberpriift.

Abb. 1: EnteroPluri-Test von WT 14028: Kammern mit Reaktionen: (+) ist positiv, (-) ist
negativ. von links nach rechts: Glucose (+)/Gas (+), Lysin (+), Ornithin (+), H>S (+)/Indol (-),
Adonitol (-), Lactose (-), Arabinose (+), Sorbitol (+), VP (-), Dulcitol (-)/PA (-), Harnstoff (+), Citrat

(+)

Bei den 40 getesteten transduzierten Bakterien entsprachen neun der 15 getesteten
Eigenschaften immer den Reaktionen des phagenfreien S. Typhimurium Stammes ATCC
14028 WT und =zeigten somit keinen Unterschied. Es waren dies die biochemischen
Eigenschaften Glucosefermentation, Ornithindecarboxylierung, Bildung von Indol, Adonitol-,

Lactose-, Arabinose-, Sorbitol- und Dulcitolfermentation. Sie sind in Tab. 4 dargestellt.
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Tab. 4: Unverinderte biochemische Eigenschaften im EnteroPluri-Test nach

Phageninokulation; + = positive Reaktion, - = negative Reaktion
Reaktion aller 40 Reaktion phagenfreier | Anzahl abweichende
Proben WT 14028 Proben
Glucosefermentation + + 0
Decarboxylierung von | + + 0
Ornithin
Indolbildung - - 0
Adonitolfermentation - - 0
Lactosefermentation - - 0
Arabinosefermentation | + + 0
Sorbitolfermentation + + 0
Phenylalanin- - - 0
Desaminierung
Dulcitolfermentation | - - 0

Von den 15 getesteten biochemischen Eigenschaften zeigten sich bei sechs Eigenschaften

Abweichungen. Die verdanderten biochemischen Eigenschaften sind in Tab. 5

zusammengefasst.

Tab. 5: Verinderte biochemische Eigenschaften im EnteroPluri-Test nach Phageninokulation

Anzahl der Proben mit | Anzahl der Proben mit | Anzahl der vom WT
positiver Reaktion negativer Reaktion 14028 abweichenden
Proben
Gasbildung 39 1 1
aus Glucose
H.S-Bildung 39 1 1
Lysin- 35 5 5
decarboxylierung
VP-Reaktion 3 37 3
Citratverwertung | 16 24 24
Harnstoff- 4 36 36
hydrolyse

Zwei Eigenschaften waren dabei bei je einer Probe verdndert: Bei

Gasproduktion festgestellt werden, eine war H>S-negativ.

einer Probe konnte keine
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Zwei weitere Eigenschaften waren selten verdndert: dies waren Lysindecarboxylierung,
negativ bei fiinf Proben, und VP-Reaktion, positiv bei drei Proben. Dazu zeigt Abb. 2 eine

VP-positive Probe im Vergleich zu einer VP-negativen, Abb. 3 eine Lysindecarboxylase-

negative Probe im Vergleich zu einer positiven.

Abb. 2: VP-Reaktion (vierte Kammer von rechts): oben eine negative Probe (farblos), unten eine
positive (rosa)

Abb. 3: Lysindecarboxylierung (Ausschnitt vergrofiert): in der zweiten Kammer (von links):
negative Probe unten (gelb) im Vergleich zu positiver Probe oben (lila)
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Héaufige Verdnderungen gab es bei der Citrat-Verwertung, sie war, dem phagenfreien Stamm
entsprechend, nur bei 16 Proben positiv, 24 Proben zeigten eine negative Reaktion. Einige

Beispiele fiir die unterschiedlichen Reaktionen der Proben sind in Abb. 4 zu sehen.

Abb. 4: am Bild gezeigt: unterschiedliche Citratverwertung (Kammer ganz rechts): positiv ist
blau gefirbt, negativ griin: von oben nach unten: 2 negative Proben, eine positive, 2 negative, eine
positive. Zusitzlich: Die hier gezeigten Proben sind alle Urea negativ.

Des Weiteren entsprach die Harnstofthydrolyse der mitgefiihrten Referenzprobe nicht der
allgemeinen Beschreibung, die Proben wiederum wichen grof3teils von der mitgefiihrten
Referenz ab und entsprachen somit wiederum der allgemeinen Beschreibung. Die

Harnstofthydrolyse wurde nachfolgend auf einem eigenen Nidhrboden tiberpriift.

Von den 40 getesteten Proben entsprach nur eine Probe in allen 15 Eigenschaften der

phagenfreien Probe.

Bei dieser Probe handelte es sich um Prophagen von einem der zwei S. Enteritidis Stimme.
Bei der zweiten Probe (des anderen S. Enteritidis Stammes) fanden sich Abweichungen in

drei Eigenschaften (Lysindecarboxylierung, Harnstofthydrolyse und VP-Reaktion).
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Alle anderen Proben unterschieden sich von der phagenfreien Probe in einer oder mehreren

Eigenschaften.

Hauptverantwortlich dafiir waren Unterschiede in der Harnstofthydrolyse, Citratverwertung
oder Kombination dieser zwei Ergebnisse (siche dazu auch Abb. 5). Wahrend die phagenfreie
Probe eine positive Reaktion in der Harnstofthydrolyse zeigte, war das nur bei vier zu
testenden Proben der Fall, die anderen 36 waren negativ. Zweithdufigster Unterschied war das
Ergebnis der Citratverwertung, bei dem 24 Proben eine negative Reaktion zeigten.
Abweichungen gab es je nach Probe bei ein bis maximal drei Eigenschaften. Anzahl und Art
der verdnderten FEigenschaften, sowie Anzahl der verdnderten Proben sind in Tab. 6
dargestellt. Einen Gesamtiiberblick iiber alle Proben sowie Eigenschaften (verdndert und

unverdndert) bietet Tab. 7.

Tab. 6: Veridnderte biochemische Eigenschaften im EnteroPluri-Test nach Anzahl und Art sowie
Probenanzahl

Anzahl verdnderte Veréanderte Eigenschaften Anzahl der Proben mit
Eigenschaften verdnderten Eigenschaften
1 Citrat negativ (-) 2

Urea negativ (-) 13
2 Citrat negativ (-) & Urea 16

negativ (-)

Lysin negativ (-) & Urea 2

negativ (-)

VP positiv (+) & Citrat 1

negativ(-)
3 Lysin & Urea & Citrat 2

negativ (-)

Gas & Urea & Citrat negativ | 1

()

H,S & Urea & Citrat negativ | 1

()

Lysin negativ (-) & 1

VP positiv (+) &

Urea negativ (-)
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Abb. 5: unterschiedliche Citratverwertung und Harnstoffhydrolyse verschiedener Proben im
Enteropluri-Test (erste (Citrat) und zweite (Urea) Kammer von rechts): oben: Urea und Citrat
negativ, Mitte: Urea und Citrat positiv, unten: Urea positiv und Citrat negativ
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Tab. 7: Ergebnisse der EnteroPluri-Tests aller Proben: WT = Wildtyp = S. Typhimurium ATCC
14028; darunter aufgelistet: alle Proben, benannt nach dem jeweiligen Phagen; gelb = mit dem WT
iibereinstimmende Eigenschaften, rot = vom Wildtyp abweichende Eigenschaften; Abgekiirzte Namen
der Kammern: Glu = Glucose, Lys = Lysin, Orn = Ornithin, Ind = Indol, Ad = Adonitol, Lac =
Lactose, Ara = Arabinose, Sor = Sorbitol, Dul = Dulcitol, Cit = Citrat
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4.3 Ergebnisse der Uberpriifung abweichender Testergebnisse

Fiir die einzeln und selten biochemisch verdnderten Eigenschaften Gasbildung, H>S-Bildung
und VP-Reaktion wurden erneut EnteroPluri-Tests durchgefiihrt. Nach dem zweiten
Durchgang entsprachen auch die fraglichen Proben den Reaktionen des Kontrollstammes, mit
einer Ausnahme: Bei der VP-Reaktion einer Probe (PSs157) kam es erneut zu einem

positiven Ergebnis. Alle anderen Verdnderungen waren nicht reproduzierbar.

Fiir die hiufig veridnderten Eigenschaften Lysindecarboxylierung, Citratverwertung und

Harnstoffhydrolyse wurden Selektivnihrbdden zur Uberpriifung verwendet.

In Tab. 8 sind die Ergebnisse der Enteropluri-Tests den Ergebnissen nach Durchfiihrung
erneuter Enteropluri-Tests bzw. Uberpriifung einzelner Eigenschaften auf speziellen
Néhrboden gegentibergestellt.

Tab. 8: Gegeniiberstellung der Ergebnisse: Anzahl der Verinderungen im Enteropluri-Test

verglichen mit Verinderungen nach einem zweiten Durchgang bzw. nach Test auf speziellem
Niahrboden.

Art der verdnderten Reaktion WT Anzahl vom WT Anzahl abweichender

Eigenschaft 14028 14028 abweichender Proben nach 2.
Proben im Enteropluri-Test oder
Enteropluri-Test & Art | nach Test auf
der Reaktion speziellem Ndhrboden

Gasproduktion positiv 1 (negativ) 0

H»S positiv 1 (negativ) 0

VP negativ 3 (positiv) 1

Lysin positiv 5 (negativ) 0

Citrat positiv 24 (negativ) 0

Urea positiv 36 (negativ) 0 (WT 14028 & alle

Proben negativ)

4.3.1 Ergebnisse der Harnstoffhydrolyse auf Harnstoff-Agar nach Christensen

Die Harnstofthydrolyse wurde mittels Harnstoff-Agar nach Christensen, wie unter Punkt
3.2.6.2 beschrieben, liberpriift. Da S. Typhimurium ATCC 14028 WT im Enteropluri-Test ein
positives Ergebnis ergab, das als falsch positiv anzusehen war, wurden alle 40 Proben und der
Referenzstamm gepriift. Mitgefiihrte Positiv-Kontrollen waren Proteus vulgaris ATCC 13915
und Klebsiella pneumoniae ATCC 3883, die auch eine positive Reaktion zeigten. Alle
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Proben, einschlieBlich des im Enteropluri-Test wiederholt positiven S. Typhimurium ATCC
14028 WT, wiesen ein negatives Ergebnis auf. Die Abweichungen konnten somit nicht

bestdtigt werden.

4.3.2 Ergebnisse der Citratverwertung auf Simmons-Citrat-Agar

Die Citratverwertung wurde mittels Simmons-Citrat-Agar, wie unter Punkt 3.2.6.1
beschrieben, lberpriift. Da die Verdnderung dieser biochemischen Eigenschaft sehr hiufig
war, wurden alle 40 Proben zur Uberpriifung herangezogen. Alle 40 getesteten Proben zeigten
ein positives Ergebnis. Einige dieser Proben sind in Abb. 6 gezeigt. S. Typhimurium ATCC
14028 WT wurde als doppelt positive Kontrolle mitgefiihrt und war positiv. Als Negativ-
Kontrollen dienten Enterobacter faecalis ATCC 29212 und Proteus vulgaris ATCC 13915,
sie waren negativ. Die abweichenden Testergebnisse der Enteropluri-Tests konnten somit

nicht bestatigt werden.

Abb. 6: Simmons-Citrat-Agar zur Uberpriifung der Citratverwertung: verschiedene fragliche
Proben, alle positiv (blaue Firbung)
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4.3.3 Ergebnisse der Lysindecarboxylierung auf Lysin-Decarboxylase-Agar

Die Lysindecarboxylierung wurde mittels Lysin-Decarboxylase-Agar, wie unter Punkt 3.2.6.3
beschrieben, durchgefiihrt. Hierbei wurden die fiinf fraglichen Proben mit abweichendem
Testergebnis getestet. Bei allen fraglichen Proben lag eine deutliche positive Reaktion vor.
Der phagenfreie S. Typhimurium Stamm ATCC 14028 WT wurde als doppelte positive
Kontrolle mitgefiihrt und war positiv. Auch der als Positiv-Kontrolle mitgefiihrte Klebsiella
pneumoniae Stamm war positiv. Enterobacter faecalis ATCC 29212 und Proteus vulgaris
ATCC 13915 dienten als Negativ-Kontrollen und waren negativ. Die abweichenden
Testergebnisse im Enteropluri-Test konnten somit nicht bestétigt werden. Abb. 7 zeigt die

Proben und Kontrollstimme am Lysin-Decarboxylase-Agar.

Abb. 7: Lysin-Decarboxylase-Agar: Rohrchen von links nach rechts: 2xdoppelt positive
Kontrolle S. Typhimurium ATCC 14028, 5 fragliche Proben-hier alle positiv, negative Kontrolle
Proteus vulgaris ATCC 13915, positive Kontrolle Klebsiella pneumoniae ATCC 3883, negative
Kontrolle Enterobacter faecalis 29212
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen ob die Infektion eines phagenfreien S.
Typhimurium Stammes mit lysogenen Phagen Auswirkungen auf dessen Metabolismus haben
konnte. Besondere Bedeutung hatten die zur Identifizierung/Unterscheidung verschiedener
Enterobacteriaceae herangezogenen biochemischen Reaktionen. Hierfir wurde der
phagenfreie S. Typhimurium Stamm ATCC 14028 WT mit 40 verschiedenen Phagenlysaten
infiziert, die aus vorangegangenen Experimenten gewonnen worden waren. Typische
biochemische Eigenschaften wurden im Anschluss mit einem kommerziellen, miniaturisierten
Multitestsystem (EnteroPluri-Test) {iberpriift. Biochemische Eigenschaften, die sich vom
phagenfreien Teststamm unterschieden, wurden danach entweder mittels zweitem
Testdurchgang oder auf konventionellen Nahrboden iiberpriift. Die bei den EnteroPluri-Tests
verdnderten biochemischen Reaktionen lielen sich, bis auf eine, bei einer Wiederholung der

Transduktion und der biochemischen Uberpriifung nicht reproduzieren.

Der verwendete Bakterienstamm ATCC 14028 WT wird im EnteroPluri-Test zur
Qualitétstiberpriifung herangezogen. Aus diesem Grund waren die zu erwartenden Reaktionen
bekannt (sieche Punkt 4.2). Bei den Reaktionen des phagenfreien Referenzstammes im
EnteroPluri-Test war ein positives Ergebnis der Harnstoffhydrolyse abweichend von der
erwarteten negativen Reaktion festzustellen. Diese Reaktion war sowohl fiir die in dem
Versuch verwendete pelletierte Version, eine direkt von LB-Agar entnommene Kultur und
eine neu aus dem Originalstamm auf LB-Agar angeziichtete Kultur zu beobachten.
(Interessanterweise zeigten von den 40 Phagen-infizierten Proben nur vier diese Eigenschaft.
Alle anderen waren Urease-negativ im EnteroPluri-Test). Da bekannt war, dass der
Referenzstamm WT 14028 eine negative Urease-Reaktion zeigt, ist dieses Ergebnis als falsch
positiv zu werten. Ergebnisse der Harnstofthydrolyse aus den EnteroPluri-Tests sind somit

nicht verwertbar.

Um die Harnstofthydrolyse zu {iberpriifen wurde daher auf konventionellem N&hrboden
getestet. Hierbei zeigte sich ein einheitliches Ergebnis fiir alle 40 Proben und den
phagenfreien Stamm: alle waren Urease-negativ. Was zu dem konstant positiven Ergebnis im

Enteropluri-Test gefiihrt hat ist nicht nachvollziehbar.



51

Auch die Verwertung von Citrat zeigte im EnteroPluri-Test hiufig eine Anderung nach der
Phagentransduktion, was sich allerdings auf konventionellem Nidhrboden nicht bestitigen
lieB. Eine positive Citratreaktion bedingt einen Farbwechsel des Mediums von griin zu blau.
Dies ist im gesamten EnteroPluri-Test die einzige Reaktion, die optisch bei nicht deutlich
positivem Ergebnis schwerer zu bewerten ist, da alle anderen Farbreaktionen sehr deutlich zu
differenzieren sind (z. B.: Glucosefermentation: rot zu gelb oder Lysin: gelb zu violett). Dass
hier eventuell schwach positive Reaktionen félschlich als negativ gewertet wurden, kann nicht
ausgeschlossen werden, da die Bewertung rein subjektiv erfolgt. Dazu kommt, dass laut
Beipacktext des EnteroPluri-Testsystems fiir den Referenzstamm ATCC 14028 WT sowohl
positive als auch negative Reaktionen moglich sind. Daher wurde im Anschluss auf
Simmons-Citrat-Agar getestet. Im Vergleich zu dem EnteroPluri-Testsystem konnte die
Citratverwertung auf konventionellem Ndhrboden, Simmons-Citrat-Agar, bei allen 40 Proben

als eindeutig positiv bewertet werden, einschlielich der phagenfreien Referenz.

Auch die fiinf im EnteroPluri-Test Lysindecarboxylase-negativen Proben lieferten auf Lysin-
Decarboxylase-Agar ein einheitlich positives Bild, was sie von den EnteroPluri-Tests

unterschied. Somit war auch fiir die Lysindecarboxylierung keine Anderung zu bestitigen.

Die einmalig verdnderten Eigenschaften der Gasproduktion aus Glucose und der H>S-Bildung
waren ebenfalls nicht reproduzierbar. Wihrend es bei Gas-Bildung, im Falle dessen, dass sie
sehr schwach ausfillt zu einer Fehlinterpretation durch fehlende Wachsabhebung kommen
kann, ist die H2S-Bildung optisch eindeutig zu identifizieren. Bei einem zweiten Test fielen

beide Eigenschaften eindeutig positiv aus.

Des Weiteren wurden bei drei Proben Verdnderungen bei der VP-Reaktion beobachtet. Sie
wurde als positiv bewertet, da sich eine deutliche Anderung der Farbe zu rosa zeigte,
allerdings keine rote Farbe. Bei einem zweiten Testdurchlauf mit diesen fraglichen Proben,
fiel der VP-Test fiir zwei negativ aus, nur eine Probe war weiterhin als positiv zu bewerten.
Die im Beipacktext des EnteroPluri-Tests beschriebene Durchfiihrung des VP-Tests, mit
Menge und Reihenfolge der zugegebenen Reagentien, wurde eingehalten und kann somit als
Fehlerquelle ausgeschlossen werden. Auch die genannte Betrachtungszeit von 20 Minuten

nach Zusatz der Reagentien wurde eingehalten und die Proben in der vorgeschriebenen
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Wartezeit beobachtet. Das Ergebnis zeigte sich in dieser Zeitspanne, somit ist auch eine zu
lange Wartezeit als Ursache fiir ein verfilschtes Ergebnis ausgeschlossen. Garibaldi und
Bayne (1970) schreiben zur Acetoin-Bildung bei Salmonellen, dass Salmonella spp. zwar
unter den griindlich kontrollierten Bedingungen der VP-Reaktion kein Acetoin und Diacetyl
produzieren, unter gednderten Nahrstoffbedingungen aber durchaus dazu in der Lage sind
(Garibaldi und Bayne 1970). Dass sich die Nahrstoffbedingungen durch Substrate anderer
Kammern (etwa iiber die Inokulationsnadel, die durch alle Kammern verlduft) gedndert
haben, oder die definierte Menge an Substrat in der VP-Kammer bereits verdndert war, ist

aufgrund von Chargenkontrollen des Herstellers als unwahrscheinlich zu bezeichnen.

Beim EnteroPluri-Test handelt es sich um das Nachfolgeprodukt des Enterotube II (BD
Diagnostics, Sparks, MD), der gemeinsam mit APl 20E (bioM¢rieux sa, Marcy-1 Etoile,
France) in Evaluierungen von 1970-1990 bewertet wurde. Bei den Bewertungen der
Einzelreaktionen werden bei der Citrat-Reaktion von allen Reaktionen am héaufigsten
unbefriedigende Ergebnisse beschrieben, vor allem falsch negative (Thomforde et al. 1973,
Shayegani et al. 1978, Hayek und Willis 1984, Holmes 1989). Seltener bis vereinzelt
auftretende falsch negative Ergebnisse fiir Harnstoffhydrolyse, Lysindecarboxylierung, H>S-
Bildung und Gas-Produktion sind ebenfalls beschrieben (Thomforde et al. 1973). Falsch

negative Ergebnisse lassen sich also nicht ausschliefen.

Ein Faktor der auf das Testsystem Einfluss genommen haben konnte, wire das Verwenden
einer pelletierten Kultur. Durch die Verwendung des Pellets fiir die Beimpfung konnte die
Bakterienkonzentration in den einzelnen Gefdflen nicht konstant genug gewesen sein, hinzu
kommt noch, dass bei stattgefundener Transduktion Phagen auch lytisch wirksam werden
konnen, was zu einer verminderten Zahl an Bakterien fithren héitte konnen und damit manche
Kammern nicht mit ausreichend bakteriellem Material versorgt worden wiren.
Herstellerkonform wire die Verwendung von Kolonien, die von festen Néhrbdden
abgenommen werden. Allerdings wurde der Kontrollstamm ATCC 14028 WT im System
mittels Kolonie-Abnahme iiberpriift und erklért nicht das konstant Urease-positive Ergebnis.
Laut Gebrauchsanweisung sind Kulturen von selektiven und nicht selektiven Néahrboden
moglich. Auch ein Fehler durch Mischkultur ist nicht anzunehmen, da wir in unserer Arbeit

Reinkulturen verwendet haben, ebenso war bekannt mit welchem Bakterium inokuliert wurde.
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Die Infektion mit temperenten Phagen hatte in diesem Versuch in seltenen Féllen Einfluss auf
die essentiellen metabolischen Eigenschaften zur Identifizierung des Bakteriums. Allerdings
waren die Verdnderungen meist nicht konstant und konnten bei Durchfiihrung im
Makroformat nicht wiederholt werden. Das spricht dafiir, dass eine zufillige Transduktion
selten zu metabolischen Stoffwechseldnderungen, die auch zur Identifizierung des Bakteriums
herangezogen werden, fiihrt. Eine Phagentransduktion, die zur Produktion von Acetoin fiihrte,
zeigte allerdings auch bei einer Wiederholung eine Beeinflussung des Stoffwechsels. Hierfiir
konnte eine gerichtete Transduktion, zum Beispiel aufgrund einer homologen Rekombination,
verantwortlich sein. Dies wére durch (Teil-)Sequenzierung des Transduzenten und des Phagen

nachzuweisen.

Nach einer Phageninfektion konnen Stoffwechselwege adaptiert, umgeleitet, gesteigert oder
vermindert werden. Bei der Betrachtung intrazelluldrer Metabolite bei Pseudomonas
aeruginosa nach einer Infektion mit verschiedenen lytischen Phagen, fiel auf, dass hier je
nach Phage unterschiedliche Metabolite gesteigert oder vermindert produziert wurden, auch
zu unterschiedlichen Zeitpunkten, wihrend eine generalisierte Antwort ausblieb (De Smet et
al. 2016). Stoffwechseldnderungen sind stark von der Gen-Ausstattung der infizierenden
Phagen abhéngig, konnen also zu erheblichen Unterschieden fiihren, so ist nicht vorhersagbar,
ob und welche Eigenschaften sich dndern. Allerdings wéren kurzfristige, nicht bleibende
Verdanderungen im Zuge des lytischen Zyklus bei einer Phageninfektion flir den

Wirtsstoffwechsel und die Diagnostik von untergeordneter Bedeutung.

Auch ist zu erwédhnen, dass in dieser Arbeit nur eine ja/nein Antwort moglich war, im Sinne
von positiv oder negativ. Auswirkungen wie eine Verstirkung oder Abschwichung von
Stoffwechselwegen und -leistungen, also iiber die Qualitdt der Reaktion, lieBen sich nicht

beurteilen.

Bei unserer Betrachtung wurden die Auswirkungen von Phageninfektionen auf einen
phagenfreien Stamm herangezogen. Wie es sich umgekehrt auf den Stoffwechsel von
Bakterienstimmen auswirkt, die als Wildtyp Bakteriophagen beinhalten, wenn man eben
diese induziert und somit einen phagenfreien Stamm generiert, wére auch ein Aspekt. Bei

Sulfat-reduzierenden Bakterien zeigte sich in ebenso einem Versuch ein signifikanter
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Unterschied in der Nutzung von Kohlenstoffquellen und bei der Transformation von Eisen
(Balarjishvili et al. 2021). Hingegen konnte bei Corynebacterium glutamicum nach
Entfernung der drei Phagen die normalerweise im Genom enthalten sind keine signifikanten
Unterschiede in seiner Stoffwechselleistung im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden
(Baumgart et al. 2013).

Was die Anzahl der in einem Bakterium vorkommenden Phagen betrifft, so tragen natiirlich
vorkommende Salmonellen mehrere Prophagen in ihrem Genom (Kropinski et al. 2007). In
dieser Arbeit wurde stets nur gesamtes Phagenlysat zur Infektion herangezogen. Die Anzahl
konnte neben der Art auch noch ein Faktor sein der zu beriicksichtigen wire, auch im
Hinblick des Potentials von bestimmten S. Typhimurium Phagen mit anderen Phagen durch
Rekombination verdnderte Phagen hervorzubringen (Yamamoto 1968). Ob hier das Serovar
auch eine Rolle spielt, kann nicht gesagt werden, weil nur zwei Phagenlysate von einem
anderen Serovar, nidmlich S. Enteritidis, stammten. Alle anderen 38 waren Phagen
verschiedener S. Typhimurium Stimme. Hier bleibt allerdings zu beriicksichtigen, dass
Phagen meist unterschiedliche Spezifitit aufweisen und nicht jeder Phage jeden Serovar, oder
jeden Stamm infizieren kann (Kropinski et al. 2007). Bei den von uns verwendeten Phagen
war schon im Vorfeld bekannt, dass sie den Teststamm als Wirt nutzen konnten. Allerdings
stammte die einzige Probe, die keinen Unterschied zu den Reaktionen der prophagenfreien
Referenz aufwies, von einem S. Enteritidis Stamm, was darauf hindeuten konnte, dass hier

keine Infektion stattgefunden hat.

Ein weiterer Aspekt ist, dass unsere Uberpriifung unter Laborbedingungen stattgefunden hat.
Viele der kurz nach der Phageninfektion gebildeten kleinen Proteine haben
korrespondierende Gene, die geldscht werden kdnnen, ohne dass es zu einem Effekt auf die
Phagen-Produktion kommt, wodurch die Vermutung besteht, dass sie nur unter spezifischen
Umgebungsbedingungen eine Rolle spielen oder bei der Infektion bestimmter Wirte
(Roucourt und Lavigne 2009). Auch der S. Typhimurium Phage P22 wirkt sich auf die dgo-
Gene, die fiir den Metabolismus von D-Galactonat wichtig sind, nur im Zustand der
Pseudolysogenie aus (Cenens et al. 2013), ein Zustand, der vor allem bei schlechter

Néhrstoffsituation auftreten kann, was darauf hindeutet, dass andere Bedingungen eine Rolle
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spielen. Ob sich das dann auch auf essentielle Eigenschaften auswirken konnte, kann man

nicht vorhersagen.

Die im Versuch verwendeten Phagen stammten von Bakterien ohne verdnderte biochemische
Eigenschaften. Da Phagen aber nicht nur das Potential haben Eigenschaften zu verdndern,
sondern auch das Potential besitzen bereits vorhandene Eigenschaften zu iibertragen, wie etwa
bei Antibiotkaresistenzgenen (Shousha et al. 2015) oder Toxingenen (Wagner und Waldor
2002), wire eine Uberpriifung der Ubertragbarkeit von Bakterienstimmen mit veréinderten
Eigenschaften auf Bakterien ohne verdnderte Eigenschaften auch noch ein Punkt, der

Beachtung finden sollte.

Auch wenn sich in dieser Arbeit selten Auswirkungen einer Phageninfektion auf essentielle
Eigenschaften, die zur Identifizierung von S. Typhimurium genutzt werden, zeigen lieBen, so
ist nicht auszuschlieBen, dass unter Bedingungen limitierten Nahrstoffgehaltes, diese hdufiger
auftreten konnten. Metabolische Eigenschaften sind oft komplex organisiert, mit mehreren
beteiligten Genen und Enzymen. Im Gegenzug dazu werden Phagen ins Wirtsgenom
eingebaut und konnen auf unterschiedlichste Weise wirken (Lysogene Konversion oder auch
komplexer) (Feiner et al. 2015, Briissow et al. 2004). S. Typhimurium kann in seinem Genom
wiederum verschiedene Phagen tragen (Kropinski et al. 2007), deren Funktionen bei weitem
noch nicht alle bekannt sind. AuBlerdem handelt es sich um einen Erreger, der enorme
Anpassungsfihigkeit besitzt. Er muss im Zuge von Uberleben, Ausbreitung und Infektion mit
den unterschiedlichsten Umgebungsbedingungen, wie Uberleben auBerhalb des Wirtes,
extrazellulidres Uberleben im Magen-Darm-Trakt bis hin zum intrazelluldren Dasein mit den
damit einhergehenden groflen Unterschieden wie Nahrstoffverfiigbarkeit, pH, Abwehr des
Wirts und konkurrierende Bakterienspezies zurechtkommen. Dass verdnderte Staimme bei
Salmonellen im Allgemeinen und diesem Serovar im Speziellen beschrieben sind, wundert
deshalb nicht. Da beschriebene atypische Salmonellenstimme sich unter verdnderten
Umgebungsbedingungen finden, besteht hier die Theorie dass sie sich im Zuge einer
Anpassung auf einen Selektionsdruck gebildet haben: so werden zum Beispiel bei Lactose-
fermentierenden Salmonellen eine Anpassung an ein reichlich vorhandenes Substrat
(McDonough et al. 2000, Leonard et al. 2015), bei H>S-negativen Stimmen ein moglicher

Vorteil gegeniiber anderen Bakterien im Darm gemeinsam mit einer Reaktion auf hiufig
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eingesetzte Mikrobiozide wie Kupfer vermutet (Mourao et al. 2020, Sakano et al. 2013). Bei
Laktose-fermentierenden Salmonellen zeigten Leonard et al. (2015) dass der Erwerb dieser
Eigenschaft nicht einheitlich stattgefunden hat, Gene dafiir waren sowohl auf Plasmiden, als
auch chromosomal zu finden (Leonard et al. 2015). Bei H>S-negativen Salmonellen fanden
sich verschiedene Mutationen in Genen die fiir diese Stoffwechseleigenschaft essentiell sind
(Xie et al. 2015 und 2018, Yi et al. 2014, Mourao et al. 2020, Sakano et al. 2013). Auch neue
metabolische Eigenschaften werden also auf verschiedenen Wegen libernommen, dass Phagen
hier auch einen Beitrag geleistet haben, ist nicht undenkbar, sind sie doch auch an der

Evolution der Bakterien beteiligt (Wahl et al. 2019).

Nachdem die konventionelle Salmonellendiagnostik sich stark auf spezifische biochemische
Eigenschaften stiitzt, konnen sich Anderungen hier ungiinstig auswirken. Die Gefahr besteht
dass Krankheitserreger nicht detektiert werden, dadurch auch nicht bekdmpft und sich
schlieBlich ausbreiten und endemisch werden (McDonough et al. 2000). Auch nicht zu
vernachléssigen ist, dass einige solche Stdmme durchaus in mehr als einer Eigenschaft
verdndert sein konnen, wie bei den H>S-negativen Salmonellen, die eine erhohte
Metalltoleranz und Antibiotkaresistenzen aufwiesen (Sakano et al. 2013) - eine Kombination
aus schwer zu detektierenden und zusitzlich noch resistenten Isolaten sollte unbedingt

vermieden werden.

Inwieweit hier Phagen eine Rolle zukommt, interessiert nicht zuletzt unter dem Aspekt, dass
die Anwendung von Phagen in der Lebensmittelherstellung ein aktuelles Thema ist.
Vergessen werden sollte hier auch nicht, dass solche Phagen-Praparate im Allgemeinen nur
die Keimzahl senken, sie aber nicht komplett eliminieren (Vikram et al. 2021). Es sollen nur
rein lytische Phagen zur Anwendung kommen, die als unbedenklich gelten, aber auch gegen
lytische Phagen konnen Bakterien resistent werden (Lewis und Hill 2020) und es gibt einfach
noch wenig Wissen iiber eventuelle Interferenzen und deren Auswirkungen auf ihre Wirte.
Interaktionen mit im Genom befindlichen Prophagen und Effekte daraus sind nicht
vorherzusagen (Wahl et al. 2019). Ob und wie sich Phageninfektionen auf die
Stoffwechseleigenschaften ihrer Wirte auswirken, mag von untergeordneter Bedeutung
erscheinen, groflere Sorge machen sicher Ausbildung und Weitergabe von

Antibiotikaresistenzen und pathogenen Eigenschaften. Jedoch sind die Eigenschaften fiir die
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Diagnostik essentiell und verdnderte Eigenschaften bedeuten auch eine ErschlieBung neuer
Ressourcen. Es ist daher wichtig das Potential von Phagen moglichst gering zu halten, um

nicht die Evolution von Phagen und Salmonellen voranzutreiben.
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6. Zusammenfassung

Bakteriophagen konnen in der Evolution der Bakterien eine wichtige Rolle spielen. Durch den
Einbau der Phagen-DNA ins bakterielle Genom sind sie in der Lage ithrem Wirtsbakterium
auf vielfdltigen Wegen neue Eigenschaften zu verleihen, wobei iiber den Beitrag von
Bakteriophagen zur Pathogenitét ihrer Wirte bereits zahlreiche Arbeiten vorliegen. Im Zuge
der Infektion kommt es zur Adaption des bakteriellen Stoffwechsels, was sich in Anpassung
und Umleitung der Stoffwechselwege auswirkt. Ob und wie héufig sich eine Phageninfektion
auf die biochemischen Eigenschaften eines Salmonella Typhimurium Stammes auswirkt, die
auch zur Speziesdiagnostik herangezogen werden, wurde in dieser Arbeit untersucht. Hierfiir
wurde ein S. Typhimurium Stamm mit 40 verschiedenen Phagen transduziert. 15 relevante
biochemische Eigenschaften wurden danach mittels kommerziellem Multitestsystem
(EnteroPluri-Test) iberpriift. Neun Eigenschaften entsprachen bei allen 40 Phagen-
transduzierten Proben stets dem als Referenz mitgefiihrten phagenfreien Referenzstamm WT
14028 und waren somit unverdndert. Abweichungen gab es im Multitestsystem bei sechs
Eigenschaften. Zwei davon, Citrat-Verwertung und Urease-Aktivitdt, wurden fiir alle 40 auf
konventionellen Nihrbdden tberpriift, auf denen sich kein Unterschied zur phagenfreien
Referenz darstellen lieB. Die Lysin-Decarboxylierung, bei der es bei fiinf Proben
Abweichungen im Multitestsystem gab, wurde auf Lysin-Decarboxylase-Agar liberpriift, auch
sie entsprachen der phagenfreien Referenz und waren somit unverdndert. Einmalige
Verianderungen bei Gas-Bildung aus Glucose und H>S-Bildung waren in einem zweiten
Testdurchgang mittels EnteroPluri-Test nicht reproduzierbar. Verdnderte VP-Reaktionen, die
sich bei drei Proben zeigten, waren in einem zweiten Test-Durchgang mittels EnteroPluri-Test
fiir zwei nicht reproduzierbar, nur eine wies weiterhin eine positive Reaktion auf, die von WT
14028 abwich. Von 40 auf 15 verschiedene Eigenschaften getesteten Proben gab es bei einer
Probe wiederholt eine Verdnderung des Stoffwechsels. Es ist nicht davon auszugehen, dass
hier ein Problem mit dem Testsystem vorlag, da dies einer Chargenkontrolle unterliegt. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Phageninfektion sich selten auf die

biochemischen Eigenschaften, die zur Diagnostik herangezogen werden auswirkt.
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6.1 Abstract

Bacteriophages are known to play an important part in bacterial evolution. Implementation of
phage-DNA in the bacterial genome may result in new abilities for the bacterial host. Several
studies show the impact of phages on the pathogenicity to their bacterial host. By phage-
infection, the host adapts, resulting in redirecting the host's metabolic pathways. If and how
often a phage-infection of a Salmonella Typhimurium strain may affect biochemical
properties, used in species diagnostic was under study. A Salmonella Typhimurium strain
(WT 14028) was transduced with 40 different phage lysates. Biochemical properties, relevant
to species diagnostic, were tested using a commercial multitestsystem (EnteroPluri-Test).
Nine characteristics were unaltered in all 40 samples, showing same results as phagefree
reference WT 14028. Six reactions, citrate-utilization, urease-activity, lysine-decarboxylation,
gas-production from glucose-fermentation, H>S-production and VP-reaction (Acetoin-
production) changed after transduction. To study reproducibility/directed transduction, altered
samples were tested again on commercial multitestsystem and macro-assays on conventional
prepared agar were used. Results for citrate utilization, urease activity, lysine-
decarboxylation, gas-production from glucose-fermentation and H>S-production were not
reproducible/directed. Production of acetoin and diacetyl (VP-reaction) by one phage lysate
was reproducible and thus might be a directed phage transduction. For all 40 phage lysates
tested for 15 characteristics, there was only one reaction resulting in a reproducible change. It

is ruled out that this change could be based on the testsystem based on batch controls used.

In this work we could show that phage transduction may in rare cases change biochemical

characteristics, used for species diagnostic.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ul Mikroliter

pum Mikrometer

AMGs Auxiliary Metabolic Genes

Aqua bidest Aqua bidestillata

ATCC American Type culture collection
BHI Brain Heart Infusion Agar

CO, Kohlenstoffdioxid

g/l Gramm pro Liter

g Gramm

GOS Global Ocean Survey

H>S Dihydrogensulfid

KOH Kaliumhydroxid

LB lysogenic broth

LPS Lipopolysaccharid

ml Millilter

MMR Mismatch/Repair

MR Methylrot

NaCl Natriumchlorid

NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinucleotidphosphat
NH; Ammoniak

PA Phenylalanin

PES Polyethersulfon

PFU/ml Plaque forming units per mililitre
rpm rounds per minute

S303* Thiosulfat

SPI Salmonella pathogenic island
spp- spezies

spv Salmonella plasmid virulence



Stx
TSI
VP
WT
XLD
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Shigatoxin

Triple Sugar Iron
Voges-Proskauer

Wildtyp
Xylose-Lysin-Desoxycholat
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