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1. Einleitung und Fragestellung

S. enterica hat als einer der bedeutsamsten zoonotischen Erreger grof’e 6konomische
Relevanz. Weltweit gibt es laut WHO ungefahr 550 Millionen gastrointestinale Erkrankungen
pro Jahr und Salmonella ist einer der Haupterreger (Sevilla-Navarro et al. 2020).

Der haufigste Ursache fur eine Salmonellose weltweit ist Salmonella enterica Serovar
Enteritidis (Malback et al. 2002), welcher historisch gesehen, im Gegensatz zum Serovar
Typhimurium, bis vor 10 Jahren kaum Multiresistenzen gegen Antibiotika zeigte (Threlfall
2002). Dennoch wurde auch bei diesem Serovar in den letzten Jahren eine steigende Anzahl
an antibiotikaresistenten Isolaten beobachtet (Mglback et al. 2002; Huang et al. 2018). Diese
steigenden Zahlen von multiresistenten Salmonella Isolaten erhéhen die Notwendigkeit,

Alternativen in der Behandlung einer generalisierten Salmonellose zu finden.

Das Auftreten von Multiresistenzen ist nicht auf Salmonellen beschrankt, sondern betrifft eine
Vielzahl von humanen und tierischen Krankheitserregern. Eine vielversprechende Alternative
bei schwer oder unzureichend therapierbaren bakteriellen Infektionserkrankungen zu der
herkdbmmlichen Antibiotikatherapie koénnte in Zukunft die sogenannte Phagentherapie
darstellen. Dabei werden sogenannte Bakteriophagen — dies sind Viren, die Bakterien befallen
— eingesetzt, um gezielt die krankheitsausldsenden Bakterien zu reduzieren (Young und Gill
2015).

Ein weiteres Anwendungsgebiet im Bereich der Bakteriophagen ist die Lebensmittelhygiene,
in der spezifische rein Ilytische Phagen in der Produktion eingesetzt werden, um
Lebensmittelpathogene oder Verderbniserreger zu reduzieren oder zu eliminieren. Diese Art
der Anwendung erfolgt auch bereits in einigen europdischen Landern z. B. um eine
Kontamination von Listeria monocytogenes in der Kaseproduktion, oder bei der Herstellung
von Kochpokelwaren zu reduzieren und damit die Lebensmittelsicherheit zu erhdhen. Der
Einsatz von Phagen im Umfeld der tierischen und pflanzlichen Lebensmittelherstellung und
Verarbeitung ist in Diskussion, da dieser Einsatzbereich nicht ohne Vorbehalte ist (Oh und
Park 2017). Insbesondere werden eine Resistenzbildung der Bakterien gegeniber den
Phagen (Fister et al. 2019), die Bildung von Hybridphagen mit naturlich vorkommenden
Phagen (McDonnell et al. 2016), aber auch die horizontale Ubertragung von
Antibiotikaresistenzen (Shousha et al. 2015) beschrieben.



In dieser Arbeit wird der Hypothese nachgegangen, ob Prophagen, die aus verschiedenen
Isolaten von Salmonella enterica Serovar Typhimurium und Enteritidis propagiert werden

koénnen, Antibiotikaresistenzgene enthalten.



2. Literaturubersicht

2.1 Salmonella enterica

S. enterica ist ein stabchenférmiges, gramnegatives, fakultativ intrazellulares Bakterium
(Knodler und Elfenbein 2019). Diese Spezies wird in sechs Subspezies unterteilt, zusatzlich
kdnnen weltweit Gber 3000 Serovare unterschieden werden. Diese kann man weiter anhand
ihrer flagellaren, Kohlenhydrat- und Lipidstrukturen differenzieren (Coburn et al. 2007).
Salmonella Serovare werden hinsichtlich der humanen Erkrankungen, die sie verursachen, in
zwei Gruppen eingeteilt: Typhoide Serotypen wie S. Typhi, S. Paratyphi und S. Sendai, die als
Ausléser einer typhoidalen humanen Erkrankung gelten. Zu den nicht typhoiden Serovaren mit
breitem Wirtspektrum zahlen z. B. S. Typhimurium und S. Enteritidis. Diese sind auch fur die
meisten intestinalen Salmonella-assoziierten Erkrankungen beim Menschen verantwortlich
(Kaiser et al. 2000).

2.1.1 Humanmedizinische Erkrankungen

Die humane Infektion mit S. Enteritidis und S. Typhimurium aufert sich meist durch lokal auf
den Magendarmtrakt begrenzte Symptome wie Unterleibschmerzen, Durchfall, Ubelkeit und
Erbrechen, kdnnen aber auch Fieber und Kopfschmerz verursachen (Suttorp et al. 2003).
Die Symptome treten meist 12-72 Stunden nach der Konsumation von kontaminierten
Lebensmitteln auf und dauern meist 4-7 Tage an. Die Infektion ist vorwiegend
selbstlimitierend, da in diesen Fallen die Lamina propria der epithelialen Zellen intakt bleibt.
Somit ist der Einsatz von antimikrobiellen Substanzen wie Ampicillin, Gentamicin,
Trimethoprim/Sulfamethaxazol oder Ciprofloxazin bei den meisten Salmonella Infektionen
nicht notwendig. Ein Einsatz dieser antimikrobiellen Therapie kann allerdings bei besonders
empfanglichen Patientengruppen wie zum Beispiel bei Kindern unter 5 Jahren, bei
immunsupprimierten oder bei alteren Personen, insbesondere wenn sich ein typhoides
Krankheitsbild entwickelt, nétig sein (Oh und Park 2017).

2.1.2 Veterindrmedizinische Aspekte

Nutztiere stellen das wichtigste Reservoir dieser lebensmittelassoziierten Zoonoseerreger dar.
Salmonellen kénnen von Nutztieren direkt oder Uber Lebensmittel tierischen Ursprungs auf
den Menschen Ubertragen werden und zur humanen Erkrankung flihren, wodurch sich die
hohe Anzahl an nicht-typhoiden Salmonella Erkrankungen erklaren lasst (McClelland et al.
2001).



Bei den Nutztieren ist im Gegensatz zum Menschen die Auspragung klinischer Symptome
durch S. Enteritidis und S. Typhimurim selten. Eine Ausnahme stellen Jungtieren dar, die bei
Besiedelung oftmals Erkrankungssymptome zeigen kénnen. Beide Salmonella Serovare sind
jedoch in der Lage, den Gastrointestinaltrakt von allen Nutztieren zu besiedeln und sich durch
horizontale Ubertragung tber den fakal-oralen Weg in der Herde zu verbreiten. Bei der
Schlachtung und beim Melkprozess ist die fakale Kontamination von Fleisch und Milch
moglich. S. Enteritidis kann zudem bei einzelnen Legehennen den Reproduktionstrakt
besiedeln, was schlussendlich zu einer Kontamination von Eiern fuhren kann (Kaiser et al.
2000). Als die wichtigsten durch Salmonella kontaminierten Lebensmitteln gelten

Huhnerfleisch und Huhnereier (Mohammed I. et al. 2015).

2.2 Antibiotikaresistenzen in Salmonella

In den letzten Jahrzehnten konnte man eine rasche Steigerung der Pravalenz von
Mehrfachresistenzen (Multi Drug Resistance - MDR) in Salmonella beobachten. Dies ist
sowohl auf den Einsatz von Antibiotika in der Veterinar-, als auch in der Humanmedizin, sowie
in der Verbreitung von resistenten Klonen von Salmonella in der Umwelt zurtckzufuhren
(Ghoddusi et al. 2019). Ebenso werden Antibiotikariickstande in der Umwelt als mdégliche
Ursachen diskutiert (Aminov 2009).

Mglback et al. (2002) berichteten in einer in Danemark durchgefuhrten Studie von steigenden
Resistenzen des Serovars Enteritidis gegeniber Chinolonen bei humanen Isolaten. Dies ist
bedenklich, da fluorierte Chinolone Mittel der Wahl bei der Behandlung einer typhoidalen
Salmonellose in der Humanmedizin sind (Mglback et al. 2002). Ebenso werden immer haufiger
Mehrfachresistenzen gegentber Antibiotika in tierischen Salmonellaisolaten, gegen haufig
eingesetzte Antibiotika, wie Ampicillin, Tetrazyklin und Sulphomethoxazol nachgewiesen (El-
Sharkawy et al. 2017, Mahmoud et al. 2018a). Aber auch Resistenzen gegenuber
antibiotischen Substanzen, deren Anwendung mittlerweile verboten wurde, wie
Chloramphenicol, sind in hoher Zahl zu finden. Des Weiteren gibt es zahlreiche Studien, die
belegen, dass idente resistente Klone verschiedener Serovare sowohl bei humanen
Erkrankungen als auch bei Rinder- und Gefligelbestanden zu finden sind. Daher wird
angenommen, dass die Mehrzahl diese zoonotischen Infektionserreger, die eine humane
Erkrankung verursachen, tierischen Ursprungs sind (Threlfall 2002; Ghoddusi et al. 2019;
Borges et al. 2017). In den meisten dieser Studien wurden Vertreter der Serovare Typhimurium
und Enteritidis untersucht (Mahmoud et al. 2018b, Ghoddusi et al. 2019).



Diese zwei Serovare unterscheiden sich aber hinsichtlich des Auftretens von
antibiotikaresistenten Isolaten. So konnte z. B. Soo Jin Yang et al. bei den von ihnen
untersuchten S. Typhimurium Isolaten alle (100 %) Multiresistenzen nachweisen, bei S.
Enteritidis Isolaten traf dies jedoch nur auf 26,7 % der untersuchten Proben zu (Soo Jin Yang
et al. 2001). Auch eine Osterreichische Studie konnte zeigen, dass sich unterschiedliche

Serovare bezuglich ihrer Antibiotikaresistenzen stark unterscheiden (Mayrhofer et al., 2004)

2.3 Bakteriophagen

Unter Bakteriophagen, kurz Phagen, versteht man Viren, welche ausschlieldlich Bakterien
befallen. Durch ihre hohe Wirtsspezifitat wird versucht sie seit ihrer Entdeckung im Jahr 1915
in der Humanmedizin, wie auch in der Veterinarmedizin und in verschiedensten
landwirtschaftlichen Bereichen als Bakterizide einzusetzen (Sillankorva et al. 2012).

Dabei werden lytische Bakteriophagen verwendet, um gezielt die krankheitsauslosenden
Bakterien zu reduzieren (Young und Gill 2015). Bakteriophagen kénnen nicht in eukaryotische
Zellen eindringen und haben daher kein Infektionspotential in tierischen oder humanen
Patienten. Allerdings kommen Bakteriophagen im menschlichen und tierischen Korper
naturlicherweise vor, da sie Bakterien in all ihren Lebensumgebungen begleiten. Man findet
sie als Teil des Mikrobioms im Darm, auf Schleimhauten, aber auch als Begleiter von
bakteriellen Erkrankungen z. B. im Blut oder auf bakteriell infizierten Hautwunden (Chibani-
Chennoufi et al. 2004, Gaidelyté et al. 2007). In wie weit diese nattrlich vorkommenden
Phagen eine Bedeutung fur die Erkrankung besitzen und diese mit dem Immunsystem des
tierischen und menschlichen Korpers oder mit therapeutisch eingesetzten Phagen reagieren,
ist noch unzureichend erforscht (Gordillo Altamirano und Barr 2019).

Naturlicherweise sind Phagen in allen Bereichen in denen ihre Wirte, Bakterien, vorkommen
zu finden. Die Beziehung zwischen Bakterien und Phagen ist Uberaus komplex und hat
weitreichende Konsequenzen, welche von der Veradnderung bakterieller Virulenzen Uber
eukaryotische Fitness bis hin zum Kohlenstoffkreislauf reichen (Diaz-Mufioz und Koskella
2014).

Sowohl die Vielzahl als auch die Diversitat von Phagen tragen zu dem grof3en Einfluss auf
lokale und globale Okosysteme bei. Durch die Kontrolle der GréRe der bakteriellen Population
tragen sie zu einer Umverteilung von Nahrstoffen in der Umwelt bei (Olszak et al. 2017).

Man findet Phagen in nahezu jedem Sif3wasser und in jedem Meer (Diaz-Mufioz und Koskella
2014). Alleine im marinen Okosystem tragen Phagen dazu bei, dass ca. 108 Tonnen pro Tag

organischen Kohlenstoffs freigesetzt wird (Brussaard et al. 2008).



Auch in anderen lebenden Organismen sind Phagen zu finden, wodurch sie den Weg in unsere
Lebensmittel finden. Diese natirlich vorkommenden Phagen sind in der Lebensmittelindustrie
nachteilig. Ein versehentlicher Befall von Starterkulturen, die in der Fermentation von
Lebensmitteln eingesetzt werden, kann einen negativen Einfluss auf die organoleptischen
Eigenschaften des fehlgereiften Endproduktes haben — sei es Geschmack, Aroma oder
Konsistenz. Es ist sogar moglich, dass kontaminierende Phagen zu einem partiellen oder
totalen Fermentationsfehler fiUhren (Mahony et al. 2020).

Primar gelangen die stérenden Phagen bei der Herstellung von Milchprodukten durch die
Rohmilch in den Produktionszyklus. In der Rohmilch findet man die Phagen entweder als frei
liegende Virionen oder als Prophagen in naturlich vorkommenden Milchsaurebakterien vor
(Lucia Fernandez et al. 2017).

Haaber et al. konnte 2016 in einer Studie nachweisen, dass sogar eine Ubertragung von
Antibiotikaresistenzgenen Uber natirlich vorkommende Prophagen mdglich ist (Haaber et al.
2016).

2.3.1 Aufbau der Phagen

Phagen besitzen als Erbmaterial entweder DNA oder RNA, das sie mit einem polyedrischen
Kapsidprotein schitzen. Eine Ausnahme stellen filamentdse Phagen dar. Das Kapsidprotein
ist mit einem Schwanz verbunden, der fir die Bindung an spezifische Zellwandstrukturen der
Bakterien verantwortlich ist und ein Eindringen der Erbinformation ermdglicht (Oh und Park
2017).

Es gibt fir Phagen zwei Wege, ihre Erbinformation zu vermehren: Entweder diese wird in der
Bakterienzelle abgeschrieben und es werden neue Phagenpartikel aufgebaut. Nachdem
genlgend Phagen gebildet wurden, werden sogenannte ,spate Phagengene® aktiviert,
wodurch lysierende Stoffe synthetisiert werden, die die Bakterienzellwand von innen auflGst.
Nun werden diese neu produzierten Viren freigesetzt (lytischer Zyklus). Andererseits kénnen
sie ihre Erbinformation in das bakterielle Kernaquivalent integrieren (Prophagen), ohne den
Tod der Wirtszelle herbeizufiihren. Diese neue Erbinformation wird bei der bakteriellen
Zellteilung auf die Tochterzellen weitergegeben (lysogener Zyklus) (Kropinski, Andrew M et al.
2007). Dieser lysogene Zyklus kann jederzeit in einen lytischen Zyklus Ubergehen.

2.3.2 Temperente Phagen
Bakteriophagen, welche den lysogenen Zyklus durchlaufen, werden auch temperente Phagen

genannt. Diese integrieren ihre DNA in die des Bakteriums, welches sich mit dieser neuen



horizontal erworbenen DNA vermehrt. Die Phagen DNA, welche nun Teil des Kernaquivalents
von Bakterien ist, wird ebenfalls repliziert (Ofir 2018). Ein Bakterium, welches ein komplettes
Set an Phagengenen enthalt, nennt man lysogen, wahrend man das integrierte Genom der
Phage als Prophage bezeichnet. Ein lysogenes Bakterium reproduziert die Phagen-DNA
kontinuierlich. Wird jedoch die Baktierienzelle ,unter Stress” gesetzt — wie zum Beispiel durch
die Einwirkung von UV-Strahlung, Hitze, oder durch Behandlung mit anderen induzierenden
Substanzen wie Mitomycin C, aktiviert sich die Phagen DNA und initiiert den lytischen Zyklus
(Kropinski, Andrew M et al. 2007). Der lysogene Zyklus kann auch Vorteile fur das Bakterium
bringen, da Prophagen ihre Wirtszelle oft vor Sekundar- oder Superinfektionen durch andere
Phagen schutzen kdnnen (Chaturongakul und Ounjai 2014).

Wenn ein temperenter Phage mutiert, kann es vorkommen, dass er seine Fahigkeit verliert,
den vollstéandigen lytischen Zyklus zu durchlaufen. Damit ist er nicht mehr in der Lage,
infektiose Partikel zu produzieren, wird jedoch weiterhin als Teil des Wirtschromosoms
repliziert (Wahl et al. 2019). Diese Phagen-DNA in der Bakterienzelle bezeichnet man als
kryptische Phagen. Temperente Phagen kénnen neben phagen-spezifischer Erbinformation
auch bakterielle Erbinformation enthalten und zwischen verschiedenen Bakterienzellen

weiterverbreiten.

2.3.3 Lytische Phagen

Streng lytische oder virulente Phagen hingegen befallen die Wirtszelle und zwingen sie dazu,
Nachkommen zu produzieren (Wahl et al. 2019). Die Wirtszelle stellt dabei sowohl die
bendtigten Komponenten als auch ihr ganzes System zur Vervielfaltigung zur Verfugung.
Danach wird die Zelle meist durch Lyse zerstort, welches ein Freisetzen der Nachkommen zur
Folge hat. Dies kann durch sogenannte Plaques auf bakteriellen Nahrbéden sichtbar gemacht
werden. Diese entstehen, wenn auf einem Bakterienrasen eine Bakterienzelle durch Phagen
befallen und lysiert wird. Dies fuhrt dann zu einer Infektion und einem Absterben benachbarter
Zellen und der bakterielle Zellrasen wird an dieser Stelle aufgeldst (Rabsch 2007).

Die Trennung zwischen lytischen und lysogenen Phagen ist nicht immer maoglich, auch nicht
aufgrund der vollstandigen Genomanalyse der Phagen (Hobbs und Abedon 2016). Das
bedeutet es gibt Phagen, die sich sowohl lytisch als auch lysogen in Abhangigkeit des Wirts
und der Umwelteinflisse verhalten (Erez et al. 2017).



2.3.4 In Salmonellen vorkommende Phagen

Mittels CoreGenom Analysen konnte man die in Salmonellen vorkommenden Phagen in funf
Gruppen (P27-like, P2-like, lambdoid, P22-like und T7-like) und drei Sonderfalle (¢15, KS7 und
Felix O1) unterteilen (Kropinski, Andrew M et al. 2007).

Zu den P27-like Phagen zahlt nur ein einziger Typ, ST64B. Die P2 Gruppe umfasst Fels-2,
SopE ® und PSP3 Phagen, welche der Familie der Myoviridae angehéren. Die Lambdoid
Gruppe enthalten Gifsy-1, Gifsy-2 und Fels-1 Phagen, die zur Familie der Siphoviridae zahlen.
Zu den P22-like Viren gehdren €34, ES18, P22, ST104 und ST64T. Das einzige Mitglied der
T7-like Gruppe ist SP6 (Kropinski, Andrew M et al. 2007) .

2.3.41 Phagenin S. Typhimurium

Salmonellen kann man auf Grund der sie lysierenden Phagen in sogenannte Phagentypen
differenzieren (Lettini et al. 2014). Einer der ersten entdeckten, multiresistenztragenden (MDR)
Phagentypen ist der Phagentyp DT104 von S. Typhimurium. Dieser Typ wurde erstmals 1980
im Vereinigten Konigreich nachgewiesen, seit den 1990er Jahren wurde er dann auch weltweit
isoliert. Phagentyp DT104 entspringt zwei verschiedener evolutionarer Ereignisse: es wurden
einerseits eine Genominsel von 43-kb ,Salmonella genomic island 1“ integriert, welche die
Information fur finf Antibiotikaresistenzen (Ampicillin, Chloramphenicol, Streptomycin,
Sulfonamid und Tetrazyclin) tragt. Andererseits wurde eine p22-like Phage ins Genom
integriert (Chiu et al. 2006).

Ein weiterer wichtiger Vertreter von multiresistenten S. Typhimurim ist der Phagentyp DT193.
Auch dieser besitzt funf Resistenzen: Ampicillin Kanamycin, Streptomycin, Sulfamid und
Tetrazyclin. Dieser Phagentyp wurde vor allem in Schweinen und auf Schweinefleisch
gefunden (Gebreyes und Altier 2002).

Die am haufigsten vorkommenden Phagen in S. enteritidis sind PT1 und PT4. Hier konnte
jedoch kein Zusammenhang mit einem resistenten Phanotyp festgestellt werden (Soo Jin
Yang et al. 2001).

2.3.5 Einsatz von Phagen

Ein viel diskutiertes Einsatzgebiet von Bakteriophagen ist der Ersatz als antimikrobielles
Biozid. Zurzeit sind in Europa keine Phagenpraparate zugelassen, aulder in jenen Landern in
denen die Phagentherapie als traditionelle Medikation gilt. Allerdings wurden bereits die

wichtigsten Eigenschaften fir einen therapeutischen Einsatz standardisiert. Die empfohlenen



Mindestanforderungen sind in Richtlinien definiert. Die eingesetzten Phagen missen streng
lytisch sein, sie missen eine bestatigte antimikrobielle Aktivitat gegeniber dem Target-
Pathogen haben und es muss ein Mechanismus existieren, welcher fiir die Entsorgung von
zerstortem bakteriellen Zellmaterial und Endotoxinen sorgt (Ry Young und Jason J. Gill 2015).
Aulerdem sollte die Identitat des, von dem therapeutischen Phagen angesteuerten, Rezeptors
bekannt sein. Dies liefert wichtige Informationen fur ein eventuelles Auftreten von bakteriellen
Resistenzen gegenlber dieser Phagen und der Nutzen von kombinierten Therapieformen
(Phagencocktails, gemeinsame Anwendung mit herkdémmlichen Antibiotika), welche diesen
bakteriellen Resistenzen und damit einer Unwirksamkeit der antibakteriellen Wirkung,
vorbeugt.

Als therapeutische Phagen eignen sich nur solche mit Iytischem Zyklus, da die Effektivitat
temperenter Phagen einerseits durch den schnellen Anstieg von Homoimmunitat verlangsamt
wird, andererseits kdnnte der lysogene Zyklus von temperente Phagen, negative Folgen
haben z. B. durch die Ubertragung von genetischen Informationen. Dies kénnte zur
Ubertragung von phagenkodierten Toxinen, Antibiotikaresistenzen, oder Virulenzgenen fiihren
(Gordillo Altamirano und Barr 2019).

Daher muss vor einem therapeutischen Einsatz von Phagen eine grundliche Diagnostik
durchgefiihrt werden. Durch die hohe Wirtsspezifitit von Phagen, muss das
krankheitsauslésende Bakterium identifiziert und die Wirksamkeit der Phagen in vitro
vorliegen. Genau diese Eigenschaft, die Spezifitdt, wirde den Einsatz von Phagen zu einer
sichereren Therapie machen, da sie die natlrliche Mikroflora des Patienten nicht aus dem
Gleichgewicht bringen wirde (Housby und Mann 2009, Huang et al. 2018).

Da Phagen selbstreplizierend sind, bleiben sie so lange aktiv, wie sensitive Bakterien
vorhanden sind. Dies wuirde einen weiteren Vorteil gegenuber der herkdmmlichen
Antibiotikatherapie darstellen (Huang et al. 2018b).

Auch in der Lebensmittelindustrie werden Phagen bereits als antimikrobielle Alternative
eingesetzt.

In den USA gibt es einige zugelassene Produkte, fir den Einsatz in der landwirtschaftlichen
Produktion oder auch in der Lebensmittelhygiene. Hier werden vor allem sogenannte
Phagencocktails, eine Mischung verschiedener Phagen Typen, eingesetzt. Dies geschieht, um
bei Resistenzbildung gegen einen Phagen die lytische Aktivitat durch weitere Phagen zu
erhalten und damit die Wirksamkeit zu verstarken (Aless 2018).

Wall et al. fihrte mit ihrem Team eine vielversprechende Studie bezuglich des Einsatzes von

Phagen in der Schweinehaltung durch, welche die Infektion mit Salmonella, im Speziellen mit
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S. Tyhimurium reduzieren sollte. Sie konnten zeigen, dass die fakale Konzentration von
Salmonella durch die Phagenanwendung um 95 % gesenkt wurde und die ileale Konzentration
um 90 %. Aullerdem zeigte sich, dass der eingesetzte Phagencocktail auch gegenuber

anderen, nicht zu S. Typhimurium gehérenden Serovaren lytisch wirkte (Wall et al. 2010).
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3. Material und Methode

3.1

3.141

Materialien

Gerite

Inkubatoren
Sterile Einmal — Pipetten (Greiner BioOne)
o 1ml (686290)
o 200 pl (685290)
o 100ul (772288)
o 20 pl (765290)
o 10ul (765288)
Thermoschttler (Eppendorf: New Brunswick™ Innova 40/40R Incubator Shaker 40)
Glaspipetten
Automatische Pipettierhilfe (Greiner BioOne)
Reaktionsgefal’ (Greiner BioOne)
o 1,5ml (616201)
o 2ml (623201)
Zentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5417C)
Drigalskispatel
Spektrophotometer (Hitachi U-1100)
Vortexer (IKA MS2 Minishaker)
SpritzenvorsatZfilter 0,2um (VWR International 514-0073)
Spritzen (Braun)
o 2ml (4606027V)
o 20ml (4606205V)
Petri Schalen (LabXperts, STM 101VR20)
PCR Thermocycler (Eppendorf MasterCycler S/N:5333 00169)
PCR Streifen (673210; Greiner Bio One)
Deckelkette (373270; Greiner Bio One)
UV Transilluminator ((TFX-20M; MWG BIOTECH)
Gelelektrophoresekammer: MultiSUB Maxi (MSMAXI20; Cleaver)

Bakterien

Salmonellen aus der Stammsammlung der Abteilung fir Hygiene und Technologie,
Lebensmittelisolate und tierische Isolate und Standardstamme aus
Stammsammlungen:
o 50 Salmonella Isolate vom Serovar Typhimurium
o 50 Salmonella Isolate vom Serovar Enteritidis
o Salmonella Serovar Enteritidis DSM 17420 (Deutsche Stammsammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen)



3.1.3

12

o Salmonella Serovar Typhimurium WT 14028 (American Type Culture
Collection)

Chemikalien und Primer

QuantaBio AccuStart Il GelTrack PCR SuperMix (VWR International 733-2239)
Primer (Bla TEM 1 forward 100mM; Sequenz: 5 '-cagcggtaagatccttgaga-3')
Primer (Bla TEM1 reverse 100mM; Sequenz: 5 '-actccccgtcglgtagataa-3')
DMSO (Fa. Molecular Probes, Inc.)
SYBR Safe® DNA gel stain *10,000x concentrate
50xTAE Puffer (pH 8,5):

o 2MTris

o 1M Essigsaure

o 0,05M EDTA in bi-destilliertem Wasser
1x TAE Puffer:

o 20ml 50X TAE in 980 ml in bi-destilliertem Wasser
Loading buffer (6x) (25-2021; peqGOLD)
DNA-Leiter, 1 kb (25-2030; peqGOLD)

Nahrmedien

LB Agar Miller (Thermo Scientific™ Oxoid 10081163)
LB Broth (VWR International OXOICM0996B)
Agarose (VWR International 732-2789)
MH - Broth (Oxoid CM 0405)
ssLB Agar
PI-Buffer (Prophage Induction Buffer):

o 10mM CacCl;

o 10mM MgCl;

o 2mM H202

o Mueller Hinton Broth (CM0405; Oxoid) 21g in 1 Liter Bidestillierten Wasser
SM Buffer (Prophagen Induktionsbuffer):

o 100mM NaCl,

o 10mM MgSO,

o 50mM TrisHCI (pH 7,5)
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3.2 Methodik

3.2.1 Anzichtung der zu testenden Salmonella Isolate

Zunachst wurden Salmonellen Isolate auf Grund ihres Serovars aus der Sammlung der
Abteilung fir Hygiene und Technologie, des Institutes fir Lebensmittelsicherheit, Hygiene und
Technologie und offentliches Gesundheitswesen in der Veterindrmedizin, ausgewahlt und
diese aus den Gefrierstocks angezlchtet. Dafir wurden die Gefrierstocks unter Kiihlung
entnommen und jeweils ein Ausstrich mit einer sterilen Ose auf LB Agar angefertigt. Diese
Platten wurden bei 37°C Uber Nacht (24h) inkubiert.

Am nachsten Tag wurde jeweils eine Einzelkolonie pro Platte entnommen, 10 ml
Flussigmedium (LB-Bouillon) beimpft und unter Schutteln (250 rpm/min) Uber Nacht (24h) bei
37°C inkubiert.

3.2.2 Prophageninduktion mittels H.O;

Von der Ubernachtkultur wurde 1ml in ein 2ml ReaktionsgefaR bergefiihrt und bei 10.000g
fir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Durch Dekantieren des Uberstands wurde ein
Pellet gewonnen, welches in 2ml Prophage-Induction-Buffer (Mueller Hinton Broth;10mM
CaClz; 10mM MgClz; 2mM H20-) geldst wurde. Die daraus gewonnene Suspension wurde fur
1 Stunde bei 30°C inkubiert.

Danach wurde Lysozym bis zu einer Endkonzentration von 200ug/ml hinzugefiigt. Diese
Zellsuspension wurde erneut bei 30°C fir 1 Stunde inkubiert. AnschlieRend wurde die
Zellsuspension bei 10.000g fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand in

ein neues 1,5ml Reaktionsgefal transferiert und bei +4°C aufbewahrt.

3.2.3 Gewinnung des Gesamtlysats

Bei diesem Schritt wurde, der aus den mit H>O2 vorbehandelten Bakterienzellen gewonnene
Uberstand, auf das Vorhandensein von freigesetzten Prophagen getestet. Mit diesem
Uberstand wurde ein prophagenfreier Salmonella Serovar Typhimurium WT 14028 Stamm

infiziert. Die bei positivem Ergebnis entstehenden Plaques wurden ausgezahlt und isoliert.
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3.2.3.1 Anziichtung des Wirtstammes WT 14028

Der prophagenfreie Stamm S. Typhimurium WT 14028, wurde mit einer sterilen Ose aus dem
Gefrierstock entnommen und auf eine frische LB Platte ausgestrichen und eine Einzelkolonie
in 10ml LB-Bouillon angezichtet.

Es wurde durch die Ubertragung von 10ul der Ubernachtkultur in 10ml frische LB-Bouillon und
durch die Bebritung fir 3 Stunden bei 37°C in einem Thermoschittler (Eppendorf: New
BrunswickTM Innova 40/40R Incubator Shaker 40) eine frische Kultur hergestellt. Die Kultur

wurde auf McF von 0,5 und 1 eingestellt.

3.2.3.2 Detektion der freigesetzten Phagen

Die zwei Konzentrationen des Wirtsstammes wurden wie folgt infiziert:
a. McF ~1: 1000yl H20; induziertes Lysat + 1000ul von der Zellkultur WT 14028
b. McF~0,5: 10 pl H20; induziertes Lysat + 1900 ul von der Zellkultur WT 14028

Durch ein Overlay Assay wurde die Plaquebildung getestet und somit aktivierte (Pro)Phagen
nachgewiesen. Dazu wurde 4ml ssLBA (Semi-solid LB Agar; 0,8 % Agar) verflissigt und auf
50°C warmgehalten, 24 ul 1M CaCl; hinzugefligt und gemischt.

Zu diesem Medium wurden je 2ml Bakterienzellsuspension, der zuvor angelegten
Konzentrationen (McF~1 und McF~0,5) und das Lysat (wie unter 3.2.2 beschrieben)
hinzugefiigt und rasch vermischt. Die Mischung wurde noch fllissig auf eine LB Agarplatte
geleert. Diese wurde bei Raumtemperatur 5 Minuten gehartet und danach tUber Nacht (24h)
bei 30°C inkubiert.

3.2.3.3 Auswertung und Gewinnung des plaque-bildenden Phagenlysats

Zunachst wurden die Platten, die Plaques aufwiesen, dokumentiert. AnschlieRend wurde ein
Gesamtlysat gewonnen, indem der Overlay in 4ml SM Buffer (100mM NaCl, 10mM MgSO,
50mM TrisHCI pH 7,5) gelést wurde. Der weiche Agar wurde mit dem Drigalskispatel
zerkleinert, 2ml sterile LB Bouillon zugegeben und die Platte fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Phagenlysat wurde in ein 2 ml Reaktionsgefal transferiert und

bei 10.000g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch eine Filtration (0,2 um) von
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den Wirtsbakterien befreit. Das so gewonnene Lysat der lysogenen Phagen wurde bei +4°C

gelagert.

3.2.4 Nachweis von Antibiotikaresistenzgenen in Prophagen
Der Nachweis der Antibiotikaresistenzgene der gewonnenen lysogenen Phagen wurde mittels

PCR und anschlielRender Agarose - Gelelektrophorese durchgefihrt.

3.241 PCR

Das Gesamtphagenlysat wurde vor der PCR von extraviraler DNA und RNA gereinigt. Daflr
wurde das Lysat mit 2U/ul DNase (QuantaBio 95159-01K) und 20mg/ml RNase (VWR; 732-
3152) behandelt. Fur die Durchfihrung wurde der Eppendorf MasterCycler verwendet. Die
initiale Denaturierung des Phagenlysates erfolgte bei 94°C fur 5 Minuten. Danach wurden
funfunddreilBig Zyklen durchgefuhrt, welche jeweils aus 30 Sekunden bei 95°C, 30 Sekunden
bei entsprechender Annealing Temperatur und 60 Sekunden bei 72°C bestanden. Die finale
Elongation fand bei 72°C fur 5 Minuten statt.

Tab. 1 verwendete Reaktionskomponenten und ihre Volumina

PCR- Sequenz Volumen Endkonzentration
Reaktionskomponent fur 20-pL

en Reaktion

AccuStart 1l GelTrack 10 1x
PCR SuperMix (2X)

Forward Primer | 5 '-cagcggtaagatccttgaga-3' 0,1ul 500 nM
(100mM)

Reverse Primer | 5 '-actcccegteglgtagataa-3' 0,1ul 500 nM
(100mM)

Nuclease-free water 7,8l

Template (Phagenlysat) 2ul |
Reaktionsvolumen (ul) 20yl
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Tabelle 2 Primer und Bedingungen fiir PCR der getesteten Antibiotika Resistenzgene

. PCR Amplifikations | Anealing
Primer Name | Sequenz Traget Gen .
- groRe temp.(°C)
SUI 1 'f ' '
5' -tggtgacggtgttcggcanc3 sul 1 790 63
sul1-r 5'-gcgaaggtttccgagaaggtg-3'
sul 2 -f . -3
5'-gcgctcaaggcagatggcan-3 sul 2 293 60
sul2-r 5'-gcgtttgataccggcacccegt-3'
tet (A) -f "_ 3
(A) 5" -gctacatcctgcttgtgccttc-3 tet (A) 210 57
tet (A) -r 5'-catagatcgccgtgaagagg-3
tet (B) -f ' -3
(B) 5 ttggttf:ggggcaagltttg 3 tet (B) 650 57
tet (B) -r 5 '-gtaaigggccaataacaccg-3'
tet (C) -f "_ Y
(€) 5 "-cttgagagccttcaacccag-3 tet (C) 418 55
tet (C) -r 5 '-atggtcgtcatctacctgec-3'
OXA f 5'-caagccaaaggcacgatagtlig-3'
9 99caceatag’s bla OXA -2 | 561 56
OXA -r 5'-ctcaacccatcctacccacc-3'
Bla Tem1
CMY?2 - 5 '-tggccgttgccgrtatctac-3'
bla CMY2 870 55
Bla Tem1
5'-cccgttttatgcacccatga-3'
CMY2 -r
str A -f " -3
5'-ccaatcgcagatagaaggcaag-3 StrA 580 65
strA-r 5'-atcaactggcaggaggaacagg-3'
aadA1 -f " -3
5'-aacgaccttttggaaacttcgg -3 aadA1 359 60
aadA1 -r 5 '-ttcgctcatcgecageccag-3'
dfr1 -f 5'-gtgaaactatcactaatgg-3' dfrA 1,
99 99 dfrA5,
dfrA 15, 474 55
dfr1 -r 5'-rtaacccrtttgccagattt-3' dfrA 15b,
dfrA 16,
dfrA 16b
dfr2 -f 5'-gatcgcgtgcgcaagaaatc-3' dfrB 1,
gaegegiocacaag dfrB 2, 141 60
dfr2 -r 5'-aagcgcagccacaggataaat-3' dfrB3
cmlA-f 5’-cgccgtcattectcaccttc-3' cmlA
214 54
cmlA-r 5'-gatcacgggccacgctgtgtc-3' cmlA
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3.2.4.2 Agarose- Gelelektrophorese:

Herstellung eines 1%igen Agarosegels:

HierfGr wurden 1,8g Agarose (Sigma) einwogen und in 180ml 0,5 x TBE-Buffer geldst. Die
Suspension wurde unter Schwenken erhitzt, bis sich das Agarosepulver vollstandig geldst
hatte. Nachdem die Lésung eine Temperatur von 60°C erreicht hatte, wurden 10yl SYBR
Safe® DNA gel stain *10,000 x concentrate in DMSO* pro 100ml Agarosegel hinzugefigt und
geschwenkt. Das Gel wurde dann in die vorbereitete Gelkammer gegossen, wo es bis zur

Aushartung belassen wurde.

Durchfiihrung

Die Elektrophoresekammer wurde mit 0,5 x TBE-Buffer befiillt und das Gel einlegt. Es wurde
darauf geachtet, dass der Buffer die Oberflache des Gels einige mm bedeckte. Danach wurden
10ul des amplifizierten PCR - Produkts mit 2ul Loading buffer (6x) versetzt.

Die Gelelektrophorese erfolgte in einem 1 % Agarose Gel fir 1 Stunde bei 100 V.
AnschlieBend wurden die Fragmente mittels UV-Licht auf einem UV-Transilluminator
detektiert.
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4. Ergebnisse

4.1 Induzierbare Phagen

Es wurden insgesamt je 50 Isolate von S. Typhimurium und S. Enteritidis auf induzierbare
Phagen getestet. Dabei wurden die zuvor angezichteten zu testenden Stamme mit H202
angereichert, um die darin enthaltenen Prophagen zu induzieren. Dieser Uberstand wurde auf
die mit dem Wirtstamm WT 14028s kultivierten Platten aufgetragen und somit die aktivierten
Prophagen auf den Wirtsstamm transduziert. Von den 50 S. Typhimurium Isolaten konnten bei
40 Isolaten Plaquebildungen nachgewiesen werden. Dies entspricht einem Prozentsatz von
80.

Bei S. Enteritidis lie3en sich bei 4 Isolaten Plaquebildungen nachweisen. Dies entspricht 8 %

der untersuchten Isolate.

Abbildung 1 Plaquebildung bei der Probe des S.Typhimurium 157A

4.2 Antibiotikaresistenzgene

Das Gesamtlysat wurde auf vorhandene Antibiotikaresistenzgene mittels PCR und
anschlielender Gelelektrophorese untersucht. Wie in Abb. 2 ersichtlich, wurde in die erste
(hier die ganz linke) Geltasche der Marker gefllt, die restlichen Taschen wurden mit den zu
testenden Proben gefilllt.
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Abbildung 2 Gelelektrophorese: Durchfiihrung einer Multiplex Gelelektrophorese fiir die Resistenzgene sul1 und
sul2

Probenauftragung von links nach rechts: Marker, PS1, PS2, PS3, PS4 ,PS5, PS7, PS8, PS9, Marker, PS11, PS13
PS14, PS15, PS16, PS17, PS19, PS20, Marker, PS21, PS22, PS23, PS24, PS25, PS26, PS27, PS28 Marker
PS30, PS31,PS32, PS33, PS35, PS36, PS37, PS38, Marker, PS43, PS44, PS45,PS46,PS47, PSL18B, PSL36B,
PSs157, Marker, pos. K sul1 und sul2, pos. K sul2,negativ Kontrolle: Wasser; negativ Kontrolle: ATCC14028WT

Dabei wurden die gewonnene Phagenlysate auf Resistenzgene, der in Tab.3 angegebenen
Antibiotika getestet.

Tabelle 3 Antibiotika und die zugehérigen Resistengene

Antibiotikum Resistenzgen
Tetrazyclin tet(A), tet(B), tet(C)
Sulfonamide sul1/sul2

Ampicillin bla TEM-1, bla OXA




20

Trimethoprim dfr1,dfr2
Streptomycin str-A-B
Streptomycin und Spectinomycin aadA1
Cephamycin cmy?2
Chloramphenicol cmiA

Bei keiner der vier aus S. Enteritidis gewonnenen Phagenlysate konnte das Vorhandensein
der oben genannten Antibiotikaresistenzgene festgestellt werden.

Aus den von S. Typhimurium gewonnenen Phagenlysaten (n=40) konnten vier verschiedene,
der oben genannten Resistenzgene nachgewiesen werden.

Am haufigsten lie3 sich das Resistenzgen fir Chloramphenicol (n=11) mit 22 % nachweisen,
gefolgt von Sulfonamid sul2 (n=8) mit 16 % bzw. sul1 (n=5) mit 10 %. Weiters konnten noch
Resistenzgene fir Streptomycin (n=4) mit einem Vorkommen von 8 % und Ampicillin (n=1) mit

2 % nachgewiesen werden.

Tabelle 4 Vorkommen der Resistenzgene

Resistenzgene Anzahl der positiv getesteten Proben | Vorkommen in %
von S.Typhimurium

sul1 5 10

sul2 8 16

bla TEM-1 1 2

str-A-B 4 8

cmlA 11 22

4.3 Resistenzgene

In insgesamt 20 Lysaten von S. Typhimurium konnten Resistenzgene detektiert werde. Bei 9
Lysaten wurde das cmlA-Genfragment detektiert, bei 3 Lysaten das sul2-Genfragment, bei
weiteren 3 Lysaten die Kombination der Genfragmente von sul1, sul2 und strA gemeinsam
und bei 2 Lysaten jeweils das sul1-Genfragment. In jeweils einem Lysat wurden die
Kombination von sul1- und cmlA-Genfragmenten, sul2- und blarem-Genfragmenten, sul2- und
strA-Genfragmenten nachgewiesen. Lysate von S. Enteritidis enthielten keine Resistengene

und auch keine Kombinationen von Resistenzgenen.
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5. Diskussion

Antibiotikaresistente Salmonellen kdnnen sehr haufig in Nutztieren, auf Lebensmitteln und als
Erreger der humanen Salmonellose identifiziert werden. Allerdings sind resistente Isolate nicht
in allen Serovaren gleich haufig zu finden. Warum diese Variabilitdt besteht, kdbnnte mit der
Erkenntnis zur Bedeutung von Bakteriophagen in Bezug auf eine horizontale Ubertragung von
Erbinformation in Bakterien zusammenhangen. Insbesondere bei Salmonellen vom Serovar
Typhimurium konnte gezeigt werden, dass Phagen einen wesentlichen Anteil an der Evolution
dieser Bakterien besitzen. Bakteriophagen sind durch die spezifische wie auch durch eine
generalisierte Transduktion in der Lage bakterielle Erbinformationen weiter zu geben.

In dieser Arbeit konnten von insgesamt 50 getesteten S. Typhimurium Isolaten aus 40 dieser
Isolate Prophagen induziert werden. Bei S. Enteritidis lag die Anzahl der Salmonellen, die
induzierbare Prophagen aufwiesen nur bei vier. Diese doch sehr unterschiedliche Anzahl an
Isolaten, die aktivierbare Prophagen enthielten, wurde bereits in anderen Studien zum
Vorkommen von Prophagen in Salmonellen beschrieben (Akhtar et al. 2014; Mahmoud et al.
2018). Dieser signifikante Unterschied zwischen den zwei Serovaren zeigt die wesentlich
grélRere Bedeutung von Phagen fir die Plastizitat des Genoms im Serovar Typhimurium. Auch
ein horizontaler Austausch von Antibiotikaresistenzen durch Phagen ist in diesem Serovar
daher wahrscheinlicher. Wie sich in der durchgefuhrten Studie zeigte waren von diesen
Gesamtlysaten pro Salmonellenisolat nur in denen aus S. Typhimurium gewonnenen Phagen
Resistenzgene nachzuweisen. Resistenzgenfragmenten wurden in 50 % der als Gesamtlysat
gewonnenen Phagen detektiert. Wobei am haufigsten das PCR-Fragment von cmlA, dessen
Gen in Salmonellen fir eine Chloramphenicolresistenz codiert, detektiert wurde (n=11, 55 %),
obwohl Chloramphenicol heute in der Tiermedizin nicht mehr zum Einsatz kommt.
Genfragmente von sul1 und sul2, Gene, die fur eine Sulfonamidresistenz codieren, wurden in
5 bzw. in 8 Lysaten nachgewiesen (25 % und 40 %). Eine Sulfonamidresistenz in Salmonella
vom Serovar Typhimurium kommt relativ haufig vor und ist oftmals an andere Resistenzen
gekoppelt, wie beim Phagentyp DT104 (Soo Jin Yang et al. 2001). Auch in dieser Studie
wurden bei 6 Lysaten neben der sull oder sul2 positiven PCR auch noch weitere
Antibiotikaresistenzgene mittels PCR nachgewiesen. Das Gen welches in Salmonella fur eine
Streptomycinresistenz verantwortlich zeichnet, strA-B, wurde in 8 % nachgewiesen. Diese,
strA-B —Genfragmente lagen niemals ohne ein weiteres Antibiotikaresistenzgen vor, lagen also
immer in Kombination mit anderen Genen in den untersuchten Lysaten vor. Ein Resistenzgen,

das fir eine R-Lactamresistenz zeichnet, blatem, wurde nur in einem einzigen Lysat
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vorgefunden zusammen mit einer sul2 positiven PCR. Bei den aus S. Enteritidis gewonnenen
Lysaten wurden keine der mittels PCR detektierten Resistenzgene nachgewiesen.

Die Ergebnisse der von S. Typhimurium gewonnen Phagen kénnten daflr sprechen, dass ein
oder mehrere Phagen auch den sogenannten MDR Phagen zugerechnet werden kénnen, die
in der Lage sind diese Antibiotikaresistenzen horizontal zu Ubertragen, wie zum Beispiel DT
104 oder DT 193, da beide ein dhnliches Spektrum an Antibiotikaresistenzen aufweisen wie
Studien von Chiu et al. und Gebreyes und Altier zeigen (Chiu et al. 2006, Gebreyes und Altier
2002).

Bei den in S. Enteritidis am haufigsten vorkommenden Phagen PT1 und PT4 konnte keine
Korrelation zu Antibiotikaresistenzen gezogen werden, wodurch sich erklaren |asst, dass im
Zuge dieser Arbeit auch keine Resistenzgene in den Lysaten, gewonnen aus S. Enteritidis,
gefunden wurden (Soo Jin Yang et al. 2001).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Phagen fiir die horizontale Ubertragung von
Resistenzgenen, aber auch fur die Plastizitdt des Genoms in Salmonella vom Serovar
Typhimurium eminente Bedeutung besitzen. Die geringe Anzahl an aktivierbaren Prophagen
im Serovar Enteritidis und auch der fehlende Nachweis von Resistenzgenen in diesen Lysaten,
spricht fir eine untergeordnete Bedeutung der horizontalen Ubertragung von
Antibiotikaresistenzgenen mittel Transduktion in diesem Serovar. Auch ist die geringe Anzahl
an aktivierbaren Prophagen ein Zeichen dafur, dass die Plastizitdt des Genoms vom Serovar
Enteritidis groRtenteils nicht durch Phagen bedingt ist.

Hinsichtlich des Einsatzes von therapeutischen Phagen gegen Salmonella sollte vor allem bei
dem Serovar S. Typhimurium grofdte Sorgfalt angewandt werden. Insbesondere was die
Bildung von Mosaikphagen betrifft, die pldtzlich von einem rein lytischen zu einem lysogenen
Phagen mutieren kdnnen, ware hier zu erwdhnen und das diesbezugliche Risiko abzuwagen.
Eine Ubertragung von Antibiotikaresistenzen auf andere Salmonellen Vertreter ware hier
kontraproduktiv ebenso wie die Bildung von Kreuzresistenzen gegenuber rein lytischen
Phagen.

Obwohl der Einsatz eines Phagencocktails gegen S. Typhimurium durch ein Forscherteam um
Wall et al., in der Schweinehaltung das Salmonellaaufkommen, zu reduzieren vermochte und
sich dieser Phagencocktail auch gegeniber einigen anderen Serovaren lytisch zeigte (Wall et
al. 2010), bedarf eine breitflaichige Anwendung unbedingt weiterer Studien zur
Resistenzbildung gegenuber diesen Phagen, zur Bildung von Hybridphagen, zum Auftreten
einer generalisierten Transduktion ebenso wie zu einer Verbreitung von Resistenz- und

Virulenzgenen.
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6. Zusammenfassung

Lange wurden Bakteriophagen fir die Variation des genetischen Materials von Bakterien als
bedeutungslos angesehen. Seit eine kostenglnstige Ganzgenomsequenzierung von
Bakterien in den letzten Jahren zu groRXflachigen Verdffentlichung von Sequenzierungsdaten
gefuhrt hat, wurde die Bedeutung von Phagen revidiert. In gewissen Salmonella Serovaren
sind Phagen von eminenter Bedeutung flr die Evolution und fiir eine schnelle Anpassung an
unterschiedliche Umgebungssituationen. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob und wie haufig
induzierbare Prophagen, die aus jeweils 50 Isolaten von Salmonella Serovar Enteritidis und
Typhimurium gewonnen wurden, Antibiotikaresistenzgene enthielten. Aus den Isolaten des
Serovars Typhimurium konnten aus 40 Isolaten (von 50) Phagen induziert werden und von
diesen konnten in 20 der induzierbaren Phagenlysate Resistenzgene mittel PCR-Detektion
nachgewiesen werden. Fir den Serovar Enteritidis wurden nur aus vier der 50 Isolate Phagen
gewonnen und in diesen konnten keine Resistenzgene nachgewiesen werden. Am haufigsten
konnte cmlA, ein Gen, das in Salmonellen eine Chloramphenicolresistenz codiert, detektiert
werden (55 %). Die Gene, die fir eine Sulfonamidresistenz in Salmonella verantwortlich
zeichnen, sul | und sul ll konnten ebenfalls sehr haufig nachgewiesen werden (25% und 40%).
Die Gene blarems und strA-B wurden ebenfalls in den Lysaten identifiziert. In sechs Lysaten
wurden Kombinationen von verschiedenen Genen gefunden. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass Phagen fir die horizontale Ubertragung von Resistenzgenen in Salmonella vom
Serovar Typhimurium grof3e Bedeutung besitzen, allerdings fir den Serovar Enteritidis von

untergeordnetem Belang sind.
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7. Abstract

Bacteriophages have long been thought to be of less importance for driving genetic variation
in bacteria. This thought has been amended as genome sequencing became fast and cheap
in the last years and many sequence data have been published. In certain Salmonella serovars
phages have eminent importance for evolution and fast adaptation to environmental
conditions. In this work we examined how often prophages can be induced in 50 isolates of
Salmonella serovar Enteritidis and Typhimurium, each and how often they harboured
antimicrobial resistance genes. From 40 (out of 50) isolates from serovar Typhimurium phages
could be induced and in 20 of these lysates resistance genes could be detected by PCR. 50
Of the 50 isolates of serovar Enteritidis under study, only four harboured inducible phages and
none of these hold resistance genes. Most often, the cmIA was detected, coding for
chloramphenicol resistance in Salmonella (55 %). Genes, for sulfonamide resistance in
Salmonella, sul | and sul |l were seen frequently (25% und 40%), too. The blarems and strA-B
gene fragments were detected in the lysates by PCR as well. In six lysates resistance gene
combinations were detected. In here we showed that phages are important for horizontal
transfer of resistance genes in Salmonella Typhimurium, but they are not equally important for

serovar Enteritidis.
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9. Anhang

Tabelle 5 - Ergebnisse der Prophagen Induktion und Prophagen Sterilfiltration von S. Typhimurium

Prophagen Prophagen

Salmonella Typhimurium Stamm | Induktion Sterilfiltrieren

1 23.10.2019 28.11.2019

2 23.10.2019 28.11.2019

3 23.10.2019 28.11.2019

4 23.10.2019 28.11.2019

5 23.10.2019 28.11.2019

6 23.10.2019 keine Prophagen
7 26.11.2019 27.11.2019

8 26.11.2019 27.11.2019

9 26.11.2019 27.11.2019

10 26.11.2019 keine Prophagen
11 26.11.2019 27.11.2019

13 06.11.2019 28.11.2019

14 06.11.2019 28.11.2019

15 06.11.2019 28.11.2019

16 06.11.2019 28.11.2019

17 06.11.2019 21.11.2019

18 06.11.2019 keine Prophagen
19 06.11.2019 28.11.2019

20 06.11.2019 28.11.2019

21 06.11.2019 28.11.2019

22 06.11.2019 28.11.2019

23 06.11.2019 28.11.2019

24 06.11.2019 21.11.2019

25 06.11.2019 28.11.2019

26 26.11.2019 27.11.2019

27 26.11.2019 27.11.2019

28 26.11.2019 27.11.2019

29 26.11.2019 keine Prophagen
30 26.11.2019 27.11.2019

31 26.11.2019 27.11.2019

32 26.11.2019 27.11.2019

33 26.11.2019 27.11.2019

34 26.11.2019 keine Prophagen
35 26.11.2019 27.11.2019

36 26.11.2019 27.11.2019
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37 26.11.2019 27.11.2019
38 26.11.2019 27.11.2019
39 26.11.2019 keine Prophagen
40 26.11.2019 keine Prophagen
41 26.11.2019 keine Prophagen
42 26.11.2019 keine Prophagen
43 26.11.2019 27.11.2019
44 26.11.2019 27.11.2019
45 26.11.2019 27.11.2019
46 26.11.2019 27.11.2019
47 26.11.2019 27.11.2019
FS47 23.10.2019 keine Prophagen
L18B 23.10.2019 28.11.2019
L36B 23.10.2019 28.11.2019
s157 23.10.2019 28.11.2019




Tabelle 6 - Ergebnisse der Prophagen Induktion und Prophagen Sterilfiltration von S. Enteritidis
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Prophagen Prophagen
Salmonella Enteritidis Stamm Induktion Sterilfiltrieren
FS4A 29.11.2019 keine Prophagen
FS5 29.11.2019 keine Prophagen
FS10 29.11.2019 keine Prophagen
FS15 29.11.2019 keine Prophagen
FS19 29.11.2019 keine Prophagen
FS27B 29.11.2019 keine Prophagen
FS30 29.11.2019 keine Prophagen
FS34 29.11.2019 keine Prophagen
FS51 29.11.2019 keine Prophagen
FS52 29.11.2019 keine Prophagen
FS55 29.11.2019 keine Prophagen
FS60 29.11.2019 keine Prophagen
FS63 29.11.2019 keine Prophagen
FS69 29.11.2019 keine Prophagen
FS83 29.11.2019 keine Prophagen
FS91 29.11.2019 keine Prophagen
FS101 29.11.2019 keine Prophagen
WS27A 29.11.2019 keine Prophagen
WS27D 29.11.2019 31.01.2020
WS30A 29.11.2019 keine Prophagen
WS30B 29.11.2019 31.01.2020
WS47 29.11.2019 keine Prophagen
S7 29.11.2019 31.01.2020
S18 29.11.2019 31.01.2020
E4 04.12.2019 keine Prophagen
ES 04.12.2019 keine Prophagen
E6 04.12.2019 keine Prophagen
E7 04.12.2019 keine Prophagen
E8 04.12.2019 keine Prophagen
E9 04.12.2019 keine Prophagen
E10 04.12.2019 keine Prophagen
E1l 04.12.2019 keine Prophagen
E12 04.12.2019 keine Prophagen
E13 04.12.2019 keine Prophagen
E14 04.12.2019 keine Prophagen
E15 04.12.2019 keine Prophagen
El6 04.12.2019 keine Prophagen
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E17 04.12.2019 keine Prophagen
E18 04.12.2019 keine Prophagen
E19 04.12.2019 keine Prophagen
E20 04.12.2019 keine Prophagen
E21 04.12.2019 keine Prophagen
E22 04.12.2019 keine Prophagen
E23 04.12.2019 keine Prophagen
E24 04.12.2019 keine Prophagen
E25 04.12.2019 keine Prophagen
E26 04.12.2019 keine Prophagen
E27 04.12.2019 keine Prophagen
E28 04.12.2019 keine Prophagen
E29 04.12.2019 keine Prophagen
E30 04.12.2019 keine Prophagen
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Tabelle 7 - PCR Ergebnisse der aus S. Thyphimurium gewonnenen Lysate

PCR PCR
PCR |PCR| tet |PCR| bla PCR | PCR| PCR | PCR | PCR| PCR
Phagenlysat | sul1 | sul2 | A/B/IC | OXA | TEM-1 |CMY2 | strA | aadA1| dfr1 | dfr2 | cmlA | Phagenlysat
PS1 - - - - - - - - - - | cmlA PS1
PS2 - - - - - - - - - - | cmlA PS2
PS3 - - - - - - - - - - | cmlA PS3
PS4 Sul - - - - - - - - - - PS4
PS5 - - - - - - - - - - - PS5
PS7 - - - - - - - - - - - PS7
PS8 - - - - - - - - - - - PS8
PS9 - - - - - - - - - - | cmlA PS9
PS11 - - - - - - - - - - PS11
PS13 - - - - - - - - - - - PS13
PS14 - | Sul2 - - - - - - - - - PS14
PS15 - - - - - - - - - - - PS15
PS16 - - - - - - - - - - - PS16
PS17 - - - - - - - - - - | cmlA PS17
PS19 - | Sul2 - - - - - - - - - PS19
PS20 - - - - - - - - - - - PS20
PS21 Sul1 | Sul2 - - - - | strA - - - - PS21
PS22 - - - - - - - - - - - PS22
PS23 - - - - - - - - - - - PS23
PS24 - - - - - - - - - - - PS24
PS25 Sul1 - - - - - - - - - - PS25
PS26 - | Sul2 - - - - - - - - - PS26
PS27 Sultl | Sul2 - - - - | strA - - - - pPS27
PS28 - | Sul2 - - - - strA - - - - PS28
PS30 - - - - - - - - - - - PS30
PS31 - - - - - - - - - - - PS31
PS32 - - - - - - - - - - - PS32
PS33 - | Sul2 - - - - | strA - - - - PS33
PS35 - - - - - - - - - - - PS35
PS36 - - - - - - - - - - - PS36
PS37 - - - - - - - - - - - PS37
PS38 - - - - - - - - - - - PS38
PS43 - - - - - - - - - - - PS43
PS44 - - - - - - - - - - - PS44
PS45 - - - - - - - - - - | cmlA PS45
PS46 - - - - - - - - - - | cmlA PS46
PS47 - - - - - - - - - - | cmlA PS47
PSL18B Sul1 - - - - - - - - - | cmlA PSL18B




PSL36B

35

cmlA

PSL36B

PSs157

Sul2

bla
TEM-1

PSs157
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Tabelle 8 - PCR Ergebnisse des aus S. Enteritidis gewonnenen Lysate

PCR
PCR | PCR tet PCR |PCRbla| PCR PCR PCR PCR | PCR | PCR
Phagenlysat | sull1 | sul2 | A/B/IC | OXA | TEM-1 | CMY2 strA aadA1 dfr1 dfr2 | cmlA

s7 - - - - - - - - - - -

s18 - - - - - - - - - - -

WS27D - - - - - - - - - - -

WS308B - - - - - - - - - - -
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