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Einleitung

1. Einleitung

Pseudomonas (P.) aeruginosa sind gram-negative bewegliche Bakterien und stellen in vielen
Bereichen ein gesundheitliches Risiko dar. Aufgrund ihrer hohen Anpassungsfahigkeit an ihre
Umgebung kommen sie in nahezu allen Habitaten vor, sie bevorzugen jedoch ein feuchtes
Klima. Dementsprechend findet man P. aeruginosa haufig in Wasserleitungen vor. Dies ist
insbesondere in Krankenhdusern von Bedeutung, denn dort sind sie einer der haufigsten
Ausloser nosokomialer Infektionen. Neben Komplikationen von bereits bestehenden
Infektionen I6sen P. aeruginosa vor allem Lungenentzindungen, Harnwegs- und
Wundinfektionen aus. Eine Ubertragung erfolgt haufig Giber kontaminierte medizinische Geréate
und Materialien, auf denen P. aeruginosa widerstandsfahige Biofilme ausbilden kénnen.

Die Ausbildung von P. aeruginosa-Biofilmen spielt in Betrieben entlang der Lebensmittelkette
ebenfalls eine groRe Rolle. P. aeruginosa flhren hierbei nicht nur zu einem schnelleren
Verderb der Lebensmittel, die Biofilme flihren auch zu einer vorzeitigen Materialkorrosion.
Zudem dienen P. aeruginosa-Biofilme anderen, humanpathogenen Mikroorganismen, wie z.B
dem humanpathogenen Bakterium Campylobacter jejuni, als Besiedlungsgrundlage, was
schwere Lebensmittelinfektionen oder -intoxikationen nach sich ziehen kann.

Die Eliminierung solcher Biofilme gestaltet sich als schwierig, da Biofiime dank ihrer
Schutzschicht eine hohe Widerstandsfahigkeit gegeniber auleren Einflissen haben. Zudem
bilden P. aeruginosa Multiresistenzen nicht nur gegen Antibiotika, sondern auch gegen
verschiedene Reinigungs- bzw. Desinfektionsmittel aus. Um diese Schutzmechanismen zu
Uberwinden, sind alternative therapeutische Ansatze vonndten. Besonders interessant sind
hierfir Bakteriophagen, die als Cocktail eingesetzt durch die ihnen eigenen Enzyme in der
Lage sind, die extrazelluldre polymere Substanz der Biofilme aufzuldsen und die Bakterien so
effektiv bekdmpfen kénnen.

Ziel dieser Arbeit war es daher, einen Phagencocktail aus zwei ausgewahlten P. aeruginosa-
Bakteriophagen, vB_Pae CS2310 und vB_Pae-ThilisiM32, auf seine Wirksamkeit zur
Bekampfung von Biofilmen zu testen. Der Cocktail wurde auf seine Fahigkeit hin untersucht,
einer P. aeruginosa-Biofilmbildung vorzubeugen, sowie einen bereits etablierten Biofilm zu
bekdmpfen. Hierfir wurden sechs gegenlber beiden einzelnen Phagen sensible
P. aeruginosa-Wildstamme ausgewahlt. Zugrundeliegende Mechanismen bei sich
moglicherweise entwickelnden Resistenzen der P. aeruginosa-Wildstamme gegenuber den

Bakteriophagen sollten genauer untersucht werden.
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2. Literatur

2.1. Biofilme
2.1.1. Definition und Entstehung

Bei Biofilmen handelt es sich um einen Zusammenschluss mehrerer Mikroorganismen, in
erster Linie Bakterien, die an einer Grenzflache haften und von einer extrazellularen polymeren
Substanz (EPS) umgeben sind.

Die Entstehung von Biofilmen (Abbildung 1) kann in vier wesentliche Schritte unterteilt werden:
1. Bewegung hin zur Oberflache und reversible Bindung, 2. Irreversible Bindung, 3. Ausreifung
der Biofilmstruktur und sekundare Besiedlung, 4. Abschwammen des Biofilms. Im ersten
Schritt gelangen die Bakterien zur Zieloberflache. In der einfachsten und auch langsamsten
Form erfolgt dies per Diffusion, ermdglicht durch die Brownsche Bewegung. Haufiger aber
gelangen Bakterien per konvektivem Transport mithilfe der Strdmungen in einem fllissigen
Medium zur Zieloberflache. Motile Bakterien kénnen sogar durch aktive Bewegung zur
Oberflache gelangen, wobei dies zufallig oder durch Chemotaxis erfolgen kann. Schlief3lich
kommt es zu einer ersten Haftung an das Material. Diese ist zunachst reversibel, da sie auf
schwachen Bindungen wie Van-der-Waals-Kraften basiert. Werden die ionischen Bindungen
starker, so kann auch der letzte Abstand Uberwunden werden und die Bindung ist nun
irreversibel. Zu einer endglltigen Bindung an die Oberfliche kommt es schlief3lich, indem
durch Fimbrien oder spezifische Polysaccharide unlésbare Verbindungen aufgebaut werden.
Im dritten Schritt, der Kolonialisierung, siedeln sich weitere Bakterien an, sodass Uber
Mikrokolonien und die Ausbildung der EPS schlieRlich ein reifer Biofilm entsteht. Bei einige
Tage alten Biofilmen kommt es haufig zu Abschwammungen, dem sogenannten Detachment.
Hierbei kdnnen passiv der ganze Biofilm oder Teile davon verloren gehen oder die Bakterien
aktiv wieder in ihre planktonische Form tbergehen, um sich zu verbreiten (Kim und Lee 2016;
Van Loosdrecht et al. 1990).
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Abbildung 1: Biofilmentstehung, modifiziert nach Sauer

Dargestellt sind die vier wesentlichen Schritte der Biofilmentstehung: 1. Bewegung und reversible Bindung, 2.
Irreversible Bindung, 3. Ausreifung der Biofilmstruktur und sekundéare Besiedlung, 4. Detachment / Abschwammen
des Biofilms (Sauer 2018).

Quorum Sensing spielt bei der Entstehung von Biofilmen ebenfalls eine Rolle. Als Quorum
Sensing bezeichnet man eine chemische Zellkommunikation zwischen Bakterien, resultierend
aus der Produktion bestimmter Signalmolekiile. Diese Molekile, auch als Autoinducer
bezeichnet, akkumulieren in der Umgebung der Bakterien. Bei Erreichen einer bestimmten
Konzentration, dem Quorum, koénnen diese Autoinducer an Oberflachenrezeptoren der
Bakterien binden und bewirken eine Anderung der Genexpression. Dies fihrt in Folge auch
zur Bildung von Biofilmen (Della Salla et al. 2019). Auch in bereits formierten Biofilmen
kommunizieren die Bakterien Uber Quorum Sensing, sodass sie sich abhangig von ihrer
Lokalisation innerhalb des Biofilms im Sinne einer Aufgabenteilung spezialisieren. Die sich in
den aulleren Schichten befindenden Bakterien beispielsweise sind stoffwechselaktiver als die
innenliegenden Bakterien und produzieren eine Schicht aus EPS, auch als Glykokalix
bezeichnet, die den Biofilm umgibt. Sie besteht aus Proteinen, Polysacchariden,
Nukleinsauren und Lipiden, wobei ihre Zusammensetzung in Abhangigkeit der Bakterienart,
des Alters des Biofilms und der Umgebung variiert (Kanematsu und Barry 2020). Die EPS sind
malfigeblich an der Oberflachenhaftung des Biofilms beteiligt und stellen einen Schutz vor
auleren Einflussen dar. Sie sind optisch und taktil als Schleimfilm zu erkennen. Ein grol3er

Anteil des Biofilms besteht zudem aus Wasser. Zur Versorgung mit Nahrstoffen sind
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Wasserkanale in den Biofilm eingebaut, Uber die auch Abfallstoffe wieder an die Umwelt

abgegeben werden.

2.1.2. Vorkommen und Bedeutung

Biofilme kénnen an nahezu allen Grenzflachen zwischen verschiedenen Phasen entstehen
und fuhren deshalb in vielen Bereichen zu Problemen. Besonders hervorzuheben ist die
Formation von Biofilmen in der Lebensmittelindustrie, da auch rostfreier Stahl, Kunststoffe und
Glas als Besiedelungsgrundlage dienen kénnen. Dies kann einerseits zur Beeintrachtigung
der Materialqualitat wie beispielsweise Korrosion flihren, aber auch einen direkten Einfluss auf
die menschliche Gesundheit nehmen. Ein schnellerer Verderb der mit den besiedelten
Geratschaften in Kontakt gekommenen Lebensmittel bis hin zu einer Lebensmittelinfektion
oder -intoxikation durch (Re-) Kontamination sind die Folge (Galie et al. 2018).

Ebenfalls ein sehr grolies Risiko stellt die Besiedelung von medizinischem Material dar. Nach
Angaben des National Institutes of Health sind bei etwa 65 % aller bakteriellen Erkrankungen
und 80 % aller chronischen Infektionen Biofilme beteiligt (Jamal et al. 2018). Zumeist werden
diese Infektionen durch Biofilmbildung auf medizinischem Material wie Kathetern oder
Implantaten Ubertragen. Aber auch Osteomyelitis nach einer Erregerausbreitung Uber das
Blutsystem oder bakterielle Periodontitis, zumeist ausgeldst durch schlechte Mundhygiene,
beruhen haufig auf einer Biofilmformation (Jamal et al. 2018).

Ein grol’es Problem bei der Behandlung solcher Infektionen ist, dass die verabreichten
Antibiotika oder Desinfektionsmittel die Bakterien aufgrund der Schutzfunktion der EPS in zu
geringer Konzentration erreichen und zusatzlich ein reger Gentransfer innerhalb des Biofilms
zu einer erhdhten Resistenz gegen einwirkende Stoffe fihren kann. Infektionen wie
Periodontitis oder Osteomyelitis, bei denen Biofilme eine Rolle spielen, kdnnen zudem auch
schlechter durch das Immunsystem bekampft werden (Vogel und Quax 2019; Jamal et al.
2018).

2.1.3. Moglichkeiten der Bekampfung

Da Biofilme sehr schwer zu eliminieren sind, ist das Vorbeugen der Entstehung ein wichtiger
Teilaspekt in der Bekdmpfung von Biofilmen. Hierzu werden unter anderem Chemikalien und
physikalische Methoden wie heiller Wasserdampf oder Ultraschall eingesetzt, um sowohl
Wasserleitungen als auch Oberflachen zu reinigen (Galie et al. 2018). Darlber hinaus wird
intensiv am Einsatz verschiedener Beschichtungen mit Nanopartikeln geforscht, die die
Entstehung eines Biofilms verhindern sollen. Besonders Silber scheint aufgrund seiner
antimikrobiellen Eigenschaften gut geeignet zu sein, aber auch verschiedenen Metalloxide

sind vielversprechend (Rai et al. 2016; Azam et al. 2012).
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Eine der effektivsten Methoden, einen Biofilm zu entfernen, ist der Vorgang der mechanischen
Abreibung. Diese Abrasion kann manuell erfolgen, in Gas- und Olleitungen wird zudem die
Molchtechnik eingesetzt, bei der ein kugelférmiger Gegenstand durch die Rohre gepresst wird
und diese so reinigt (Kanematsu und Barry 2020). Fur schwer zugangliche Stellen wie
Krimmungen oder Kanten, an denen Biofilme besonders haufig entstehen, sind solche
MafRnahmen jedoch weniger geeignet.

Des Weiteren werden zur Bekampfung von Biofilmen oftmals Chemikalien verwendet. Eine
Vielzahl an Bioziden und Desinfektionsmitteln kommt zu diesem Zweck zum Einsatz.
Besonders haufig werden Reinigungsmittel auf Grundlage von Chlor genutzt, aber auch
Wasserstoffperoxid, Ozon oder quarterndre Ammoniumverbindungen finden Verwendung
(Galie et al. 2018). Da aber einzelne Bakterien bereits Resistenzen entwickelt haben, sind
insbesondere Kombinationen aus verschiedenen Stoffen wie Salzlésungen, Chelatbildner,
Tenside, Hypochlorite, Monochloramine und Lysozymen, teils auch kombiniert mit Antibiotika,
sehr vielversprechend. (Chen und Stewart 2000). Viele dieser Verbindungen sind allerdings
nicht in der Lage, die EPS zu durchdringen, weshalb es sinnvoll sein kann, diese zunachst in
einem ersten Schritt zu bekampfen. Aufgrund der Struktur der EPS sind dafiir Proteasen,
Glykosidasen und Nukleasen am besten geeignet. Solche Enzyme haben zudem den Vorteil,
dass sie biologisch abbaubar und gering toxisch sind.

Ein relativ neuer Ansatz zur Behandlung der Problematik Biofilm mittels Enzyme ist der Einsatz
von DNasen. Die |dee basiert darauf, dass extrazellulare DNA (eDNA), die die Bindung von
Bakterien an Oberflachen oder aneinander und somit eine Biofilmbildung férdert, durch
DNasen abgebaut werden kann. DNasen scheinen vorrangig zur Pravention geeignet zu sein,
denn gegen bereits ausgebildete Biofilme zeigen sie eine deutlich reduzierte Wirksamkeit. Der
Effekt Iasst sich jedoch durch die Zugabe von Magnesium verstarken (Sharma und Pagedar
Singh 2018).

Ein Eingriff in die Kommunikation der Bakterien per Quorum Sensing stellt eine weitere
interessante Moglichkeit dar, die Bildung von Biofilmen zu unterbinden. Daflir eignen sich
Quorum Quenching (QQ)-Enzyme wie Lactonasen, Amidasen und Oxydoreduktasen, die in
der Lage sind, QS-Signalmoleklle abzubauen und somit eine Biofilmbildung erschweren.
Alternativ kdnnte bereits in die Synthese der Autoinducer eingegriffen werden, um schon deren
Entstehung zu verhindern. Daneben ist Quorum Quenching auch in Form von Antagonisten
der QS-Molekile mdglich, wodurch eine Wirkung der QS-Molekule durch Blockierung der
Oberflachenrezeptoren verhindert wird. (Vogel und Quax 2019). Ein Vorteil dieser Methoden
ist, dass eine Resistenzentwicklung unwahrscheinlich ist, da die Bakterien zwar an ihrer
Kommunikation untereinander gehindert werden, jedoch nicht absterben und somit kein

Selektionsdruck entsteht.
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DarlUber hinaus stellen Bakteriophagen eine interessante Option fir die Bekampfung von
Biofilmen dar. Die von den Bakteriophagen produzierten Lysine zerstéren nicht nur Bakterien,
sondern scheinen auch gegen mature Biofilme einsetzbar zu sein. Auch eine Isolierung und
einzelne Verabreichung der Lysine zeigt einen ahnlichen Effekt auf die Biofilme. Der Einsatz
von Bakteriophagen hat den Vorteil, dass bei gleichzeitiger Desinfektionsmittel- oder
Antibiotikagabe diese wieder Wirkung zeigen und die Resistenzen somit durch

Kombinationstherapie Uberwunden werden kdénnen (Schuch et al. 2017).

2.2. Pseudomonas aeruginosa
2.2.1. Charakteristika

Pseudomonas aeruginosa  gehdéren  zur  Gattung Pseudomonas der  Familie
Pseudomonadaceae. Es handelt sich um 4 -5 pum lange und 1 ym breite Gram-negative
Stabchenbakterien, die sich durch ihre polaren GeilReln selbststindig fortbewegen kénnen.
Die Oberflache von P. aeruginosa ist von Fimbrien bedeckt, die zur Haftung an Zelloberflachen
dienen und die zuckende Bewegung von P. aeruginosa bedingen. P. aeruginosa sind nicht in
der Lage, Sporen auszubilden, gehen aber bei Desinfektion mit ultraviolettem Licht in einen
viable but nonculturable Status (lebend, aber nicht kultivierbar, VBNC) Uber, indem sie ihren
Metabolismus soweit herunterfahren, dass zwar das Uberleben gesichert ist, eine Zellteilung
jedoch nicht stattfindet. Aus dem VBNC-Status kénnen die Bakterien durch geeignete
Stimulation wiederbelebt werden und sind anschlieRend wieder kultivierbar (Zhang et al.
2015). Unter aeroben Bedingungen koénnen P. aeruginosa in einem breiten
Temperaturspektrum von 4 - 42 °C wachsen, wobei das Optimum bei 37 °C liegt (Labauve
und Wargo 2012). Aufgrund der Expression verschiedener terminaler Oxidasen sind
P. aeruginosa zudem in der Lage, sich in mikroaerobem Milieu zu vermehren (Jo et al. 2014).
Durch ihre minimalen nutritiven Anspriiche an die Umgebung ist selbst in destilliertem Wasser
ein Wachstum mdglich (Favero et al. 1971). Auf BHI-Agar bilden P. aeruginosa innerhalb von
24 h weildliche, 0,5 - 2 mm grofR3e, perlenartige oder cremige bis schleimige Kolonien.

Die Genomgrélle von P. aeruginosa variiert stark, sie liegt zwischen 5,5 und
7 Megabasenpaaren (Mbp). Dabei besitzen alle Stamme ein Kerngenom, das nur sehr geringe
Unterschiede von etwa 0,5 % aufweist (Wiehlmann et al. 2007; Spencer et al. 2003). Darltber
hinaus gibt es fiir einzelne Subpopulationen oder gar Klone spezifische akzessorische
Genomabschnitte unterschiedlicher GroRe. Sie werden Uber horizontalen Gentransfer
mosaikartig ins Kerngenom integriert und geben meist Hinweis auf eine Herkunft aus DNA-
Abschnitten von Phagen, Transposons oder Insertionssequenzen. Die meisten werden durch
eine weitere Mutation irreversibel ins Genom eingebunden, einige bleiben jedoch als mobile
genetische Elemente erhalten. Diese Insertion geschieht nicht zufallig, sondern ist an

bestimmte Uber das gesamte Genom verteilte Loci gebunden (Klockgether et al. 2011). Die
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Masse an mdglichen akzessorischen Genomabschnitten neben dem konservierten
Kerngenoms erklart die hohe Mutationsrate und gute Anpassungsfahigkeit von P. aeruginosa
an sich verandernde Umweltbedingungen, die Infektiositat bei einer grolen Bandbreite an
Wirten und die schnelle und effektive Resistenzentwicklung gegen Antibiotika oder andere
schéadliche Einflisse (Valot et al. 2015).

Die Pathogenitat von P. aeruginosa zielt vor allem darauf ab, die Immunantwort des Wirts zu
unterbinden. Sie ist multifaktoriell und basiert auf verschiedenen sezernierten Enzymen und
Toxinen. Das bedeutendste Enzym ist dabei das Exotoxin A, das die Synthese von Proteinen
in den Zellen des Wirtsorganismus unterbindet. Daneben gibt es das Exoenzym S, das zu
einer gesteigerten Apoptose von T-Zellen fihrt und durch die daraus resultierende Hemmung
des Immunsystems zur Virulenz von P. aeruginosa beitragt (Bruno et al. 2000). Weitere
Virulenzfaktoren stellen zwei Proteasen dar, die alkaline Protease und die Elastase. Beide
kénnen ein breites Spektrum an fir die Immunitat des Wirts wichtigen Proteinen abbauen. Das
Glykolipid Rhamnolipid spielt bei der Virulenz ebenfalls eine Rolle, indem es sich in die
Zellmembran der Wirtszellen integriert und somit die tight junctions unterbricht (Déring 1987).
Auch die von P. aeruginosa produzierten Pigmente, wie Pyocyanin, Pyoverdin, Pyorubin und
Pyomelanin, sind an der Virulenz beteiligt. Das bedeutendste und flir P. aeruginosa besonders
charakteristische Pigment ist dabei das Pyocyanin, das beim befallenen Wirt Zellschaden bis
hin zum Zelltod auslésen kann (Hall et al. 2016). Alle genannten Pigmente scheinen auch far
die Widerstandsfahigkeit von P. aeruginosa vor allem gegen photooxidativen Stress
verantwortlich zu sein (Orlandi et al. 2015).

P. aeruginosa sind daflir bekannt, starke Biofilmbildner zu sein, wodurch sie besonders
widerstandsfahig gegen antibiotische Behandlung sind. Die allgemeine Entstehung von
Biofilmen ist unter 2.1.1. ausflhrlich beschrieben. Zunachst erfolgt ein Anheften der Bakterien
an die Besiedlungsoberflache, bei P. aeruginosa wird dies durch die Gei3eln und Fimbrien
gesteuert. Um letztendlich den Prozess der Biofilmbildung zu koordinieren, verfugen
P. aeruginosa Uber drei verschiedene QS-Systeme, diese sind das Las-, Rhl- und
Pseudomonas quinolone system (PQS)-System (Rasamiravaka et al. 2015). Die Hintergriinde
zu Quorum Sensing und die Rolle bei der Biofilmbildung sind ebenfalls unter 2.1.1. erlautert.
Das PQS-System ist in erster Linie daflir verantwortlich, eDNA freizusetzen, wodurch eine
Biofilmentstehung gefordert wird. Das Las-System spielt vor allem bei der Reifung des Biofilms
eine Rolle, wohingegen das RhI-System die Synthese von mehreren Biofiimkomponenten
steuert. Neben der Produktion von Polysacchariden der EPS wird auch das Rhamnolipid
synthetisiert, welches nicht nur die tight juntions der Wirtszellen unterbricht, sondern auch zur
Formation von Mikrokolonien und der Ausbildung der dreidimensionalen Struktur der Biofilme
beitragt. Darlber hinaus gibt es weitere Bestandteile der QS-Systeme, die bei der

Biofilmbildung eine Rolle zu spielen scheinen, deren genauer Mechanismus aber noch nicht
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endgultig geklart ist (Rasamiravaka et al. 2015). Einen Einfluss auf die Regulation der
entsprechenden QS-Genexpressionen hat auch das Zweikomponentensystem GacS/GacA,
bestehend aus der Sensorkinase GacS, welche auf bisher unbekannte Signale in der Umwelt
reagiert und Uber eine Phosphorylierung das Regulatorprotein GacA aktiviert, wodurch neben
der Transkription von Regulatorgenen auch die als Autoinducer bekannten N-Acyl-

Homoserinlaktone aktiviert werden (Heeb und Haas 2001).

2.2.2. Vorkommen und Bedeutung

Durch ihre geringen Anspriche an die Umgebung kommen P. aeruginosa ubiquitar vor,
besonders aber in Feuchthabitaten wie Erde und Wasser. Ein groRes Eintragsrisiko in Kliniken
stellen deshalb die dortigen Wassersysteme dar (Wingender 2013). In den Wasserrohren
sowie auf klinischen Geraten, insbesondere auf Kathetern und Beatmungsgeraten, bilden sie
widerstandsfahige Biofilme, die das Risiko einer Sekundarinfektion erhéhen und die
Behandlung der bereits vorerkrankten Patienten erschweren. Hinzu kommt, dass
P. aeruginosa zu den ESKAPE-Pathogenen (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella  pneumoniae, Acinetobacter ~ baumanii, Pseudomonas  aeruginosa,
Enterobacter - Spezies) gehort. Diese sechs Erreger nosokomialer Infektionen zeichnen sich
durch Multiresistenzen aus, die sich bei P. aeruginosa hauptsachlich gegen Carbapeneme,
Fluoroquinolone, Aminoglykoside und Cephalosporine der dritten Generation richten
(Soukarieh et al. 2018).

Als opportunistische pathogene Erreger stellen P. aeruginosa vor allem fir immunsupprimierte
Patienten eine Gefahr dar und kénnen schwerwiegende Wundinfektionen,
Harnwegsinfektionen und Pneumonien verursachen. Hervorzuheben ist die Rolle von
P. aeruginosa bei Patienten mit Cystischer Fibrose (CF). Es konnte gezeigt werden, dass 80 %
der adulten CF-Lungen eine Kolonialisierung mit P. aeruginosa aufweisen (Latino et al. 2014).
Prinzipiell kdnnen die Verlaufe bei P. aeruginosa-Infektionen akut oder chronisch sein. Eine
akute Infektion flhrt haufig zu einer Bakteriamie und resultiert in einer héheren Mortalitat
(Turner et al. 2014).

Eine ebenso grolRe Rolle spielen P. aeruginosa in der Lebensmittelindustrie. Besonders in
Schlachthéfen und lebensmittelverarbeitenden Betrieben kdnnen sie als starke Biofilmbildner
humanpathogenen  Bakterien wie  beispielsweise = Campylobacter jejuni  eine
Besiedelungsgrundlage bieten. Die feuchte Umgebung, das Vorhandensein von Nahrstoffen
und weitere biofilmférdernde Bakterien aus den zu verarbeitenden Produkten beglnstigen
eine solche Formation (Meliani und Bensoltane 2015).

Aber auch P. aeruginosa selbst kbnnen als Verderbserreger speziell in Erzeugnissen tierischer
Herkunft fur erhebliche Probleme sorgen. Die von P. aeruginosa sezernierten hitzestabilen

lipo- und proteolytischen Enzyme werden durch eine Pasteurisation nicht zerstoért und kdnnen
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den Geschmack des Endprodukts negativ beeinflussen (Meliani und Bensoltane 2015). In
anderen Produkten wie Fisch, Fleisch und pflanzlichen Lebensmitteln kénnen sie durch
Schleimbildung oder den fiur Pseudomonaden typischen Geruch das Produkt ungeniel3bar
machen (Stellato et al. 2017). Da sich P. aeruginosa auch bei Temperaturen unter 10 °C
vermehren kénnen, sind sie einer der haufigsten Verderbserreger gekihlter Produkte.

Neben der gesundheitlichen Problematik stellen auch wirtschaftliche Verluste durch Verderb
von Lebensmitteln ein Problem dar. Hinzu kommen notwendige haufigere Reinigungen und
dadurch verkirzte Arbeitszeiten, reduzierter Durchlauf und geringere Hitzeleitfahigkeit in

verstopften Leitungen und Korrosion der Materialien durch Biofilme (Cappitelli et al. 2014).

2.3. Bakteriophagen

2.3.1. Charakteristika

Bakteriophagen (Phagen) sind 24 bis 200 nm grofRe Viren, deren Wirte Bakterien sind. lhr
Name leitet sich aus dem Griechischen ,baktérion phagein® fir Bakterienfresser ab. Auf der
Erde sollen bis zu 103! Bakteriophagen vorkommen, die meisten davon sind jedoch noch nicht
charakterisiert (Heller et al. 2011). Sie kommen ubiquitar vor, da sie immer dort zu finden sind,
wo sich ihr Wirtsbakterium aufhalt. Das Spektrum reicht dabei von extrem heil’en Regionen
wie der Sahara bis hin zu sehr kalten Umgebungen wie Binnengewassern in Polarregionen
(Sharma et al. 2017).

Das Wirtsspektrum der einzelnen Phagen hingegen ist klein, da sie sehr spezifisch an die
Rezeptoren auf der Bakterienoberflache binden. Meist sind individuelle Bakteriophagen daher
nur in der Lage, eine gewisse Anzahl von Stdmmen einer Bakterienart zu lysieren. Um dieses
Wirtsspektrum zu ermitteln, kdnnen Spot Assays durchgefihrt werden, bei denen die
Phagenlésung auf einen Bakterienrasen getropft wird, um eine eventuelle Lyse beobachten
zu koénnen. Daneben existiert die Efficiency of Plating (EOP), bei der der Phagentiter nach
Vermehrung in einem ausgewahlten Bakterienstamm und spezifisch fir diesen ermittelt wird.
Darin zeigt sich die Fahigkeit des Phagen, sich in diesem individuellen Stamm zu vermehren.
Die EOP ist somit auch ein Indikator fir die Ergiebigkeit einer Phageninfektion und wird auch
von der WurfgroRle, also wie viele Virionen aus einer Zelle freigesetzt werden, beeinflusst. Der
daraus ermittelte Phagentiter wird in Plaquebildenden Einheiten je Mililiter (PFU/ ml)
angegeben (Mirzaei und Nilsson 2015). Ein weiterer bedeutender Punkt bei der
Infektionsfahigkeit der Bakteriophagen ist die Multiplizitat der Infektion (MOI). Sie gibt an, in
welchem Verhaltnis die Phagen auf die Bakterien treffen. Dabei muss jedoch bedacht werden,
dass nicht alle zugeflihrten Phagen auch die Bakterien erreichen und eine Infektion bedingen,
vor allem bei einer Anwendung auf Biofilmen (Abedon 2016). Trotzdem beeinflusst die MOI

auch die WurfgroRe und hat somit ebenfalls Einfluss auf die EOP.



Literatur

Realm Reich Stamm Klasse Ordnung Familie

Leviviridae

nichtklassifiziert

Riboviria Orthomavirae

_
il W
_
_ s Bl = buaaur.raaes _
_ et _
Myoviridae
Duplodnavinia Heunggongvirae — Caudovirales Siphoviridae

Lipothrixviridoe

Ru drvrrrdcn:

Duplomaviricota fidaverviricetes Mindivirales —
Fuselloviridae

Pfa.mm indae

Varidnaviria

Abbildung 2: Stammbaum Bakteriophagen nach ICTV

Mit der Klassifizierung (Abbildung 2) von Bakteriophagen beschaftigt sich das Bacterial
Viruses Subcommittee des International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). Eine
genaue Zuordnung der Bakteriophagen in das System des ICTV gestaltet sich aber aufgrund
der noch immer fehlenden biologischen und experimentellen Daten als nahezu unmadglich
(Chibani et al. 2019). Dennoch kdnnen etwa 96 % der Bakteriophagen der gréfiten durch das
ICTV Klassifizierten Ordnung der Caudovirales zugeordnet werden (Thung et al. 2018;
Ackermann 2011), auf welche aufgrund ihrer Haufigkeit ndher eingegangen werden soll.
Namensgebend ist bei diesen Phagen das Schwanzstiick (Abbildung 3) anhand dessen
Struktur sie weiter unterteilt werden. Bei den Myoviridae ist der Schwanz lang und kontraktil.
Damit besteht der Unterschied zu den Siphoviridae, deren Schwanz ebenfalls lang und
flexibel, aber nicht kontraktil ist. Podoviridae hingegen haben sehr kurze und nicht kontraktile
Schwanzstlicke. Das Schwanzstick ist von der Schwanzscheide umgeben und bei allen drei
Gruppen hohl, um die Nukleinsauren bei einer Infektion passieren zu lassen. Am kopffernen
Ende des Schwanzstiickes befindet sich bei den Caudovirales die Basalplatte, auch
Schwanzspitzenkomplex genannt. Daran befestigt sind Fiberproteine und ein zentraler Spike.
Beide Strukturen dienen der Bindung der Bakteriophagen an die Rezeptoren der
Bakterienoberflache (Campbell 2019). Diese sind bei Gram-negativen Bakterien zumeist

Lipopolysaccharide und bei Gram-positiven Bakterien Teichonsauren. Diese Rezeptoren sind
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letztendlich ausschlaggebend dafir, ob ein Phage an die Bakterienoberflache binden und das
Bakterium lysieren kann.

Uber einen Kragen sind die Schwanzstiicke mit den Kopfstiicken, den Capsiden, verbunden.
Wahrend die Aufgabe des Kragens lediglich darin besteht, wahrend des Assemblies Schwanz-
und Kopfstlck zu verbinden, erfillen die Capside die wichtige Funktion, das Phagengenom zu
verpacken.

Bei den Caudovirales liegen die Nukleinsduren als Doppelstrang DNA (dsDNA) in einem
ikosaedrischen oder ahnlich geformten Capsid vor. Die GenomgroR3e liegt zwischen 11,5 und
500 Kilobasenpaaren (kbp) und weist eine grol3e Diversitat innerhalb der Phagenpopulation
auf. Die mosaikartige Anordnung des Genoms gibt Hinweis auf einen regen horizontalen
Gentransfer (Hatfull und Hendrix 2011).

(a) Myoviridae (b) Siphoviridae (c) Podoviridae

Capsid

Schwanzscheide

Schwanzscheide

Schwanzstlick Schwanszstiick

I ~— Basalplatte
t \l“:\

l( “—Fiberproteine,
lang

)} | '.\‘., Fiberproteine

Fiberproteine, kurz I— L Spike
Basalplatte — Spike

Abbildung 3: Aufbau der Caudovirales, modifiziert nach Nobrega et al.

Bei allen Caudovirales liegt das Genom in einem ikosaedrischen Capsid verpackt vor. Unterschiede bestehen in
den Schwanzstiicken. (a) Myoviridae verfligen (ber ein langes, kontraktiles Schwanzstlick, an dessen Ende sich
die Basalplatte mit den Fiberproteinen und dem zentralen Spike befindet. (b) Siphoviridae sind vergleichbar
aufgebaut, das Schwanzstiick ist jedoch nicht kontraktil. (c) Podoviridae hingegen haben einen kurzen Schwanz

und verfiigen Uber keine Basalplatte (Nobrega et al. 2018).

Neben den Caudovirales gibt es weitere Bakteriophagen, die Uber eine dsDNA verfigen und
die anhand ihrer Morphologie bzw. ihrer Capsidformen weiter eingeteilt werden kdnnen
(Abbildung 4). Dabei handelt es sich um die ebenfalls ikosaedrischen Corticoviridae und
Tectiviridae, die pleomorph geformten Plasmaviridae und Fuselloviridae, sowie die den
Ligamenvirales  zugeordneten filamentésen behdlllten  Lipothrixviridae und die

stédbchenférmigen Rudiviridae.
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Daneben gibt es auch Bakteriophagen mit Singelstrang DNA (ssDNA), dazu z&hlen die beiden
Familien der ikosaedrischen Microviridae und der filamentésen Inoviridae. Bei deutlich weniger
Bakteriophagen liegt die Nukleinsaure in Form einer RNA vor. Beschrieben sind bisher die
Leviviridae (ssRNA) und die behlllten Cystoviridae (dsRNA). Bei beiden sind die Genome in
ikosaedrischen Capsiden verpackt (Thung et al. 2018; Ackermann 2001).

ssDNA dsDNA

T ,f;f-‘;‘l*?.;‘“‘:] //‘/_;‘“H\Tj
(O O 0 O
\ ticroviridae _ . S R
\\ﬁ U !

._\\H

| e )

Myoviridae /"
Siphoviridae —

Plasmaviridae

__‘_\\:
Lipothrixviridae _//' )

— | Fuselloviridae
=

Corticoviridae Tecliviridae
Podaviridae

Rudiviridae
dsRNA
\ sSRNA iy
i\ /E/\ :I
U O N/
Inoviridae Leviviridae

Cystoviridae

Abbildung 4: Einteilung von Bakteriophagen, modifiziert nach Thung et al.

Bakteriophagen kénnen anhand ihrer Nukleinsauren und ihrer Morphologie in 13 Familien eingeteilt werden. Neun
davon verfligen Uber eine dsDNA (Myovididae, Siphoviridae, Podoviridae, Corticoviridae, Tectiviridae,
Plasmaviridae, Fuselloviridae, Lipothrixviridae, Rudiviridae) und zwei Familien tber eine ssDNA (/noviridae,

Microviridae). Jeweils eine Familie besitzt dsRNA (Cystoviridae) und ssRNA (Leviviridae). (Thung et al. 2018)

2.3.2. Lebenszyklus und Lyseformen

Man unterscheidet bei Bakteriophagen anhand ihres Lebenszyklus zwischen virulenten und
temperenten Phagen. Der Zyklus der virulenten Phagen wird als lytisch bezeichnet, der der
temperenten als lysogen (Abbildung 5).

Die Initialisierung der Infektion verlauft bei beiden Zyklen gleich. Die Mpyoviridae und
Siphoviridae docken mit den Fiberproteinen ihrer Basalplatte an den Oberflachenrezeptoren
ihres Wirtsbakteriums an. Dies flihrt zu einer Konformationsanderung der Basalplatte, wodurch
die Bindung stabilisiert wird (Maghsoodi et al. 2019). Ist der Bakteriophage irreversibel an das
Bakterium gebunden, wird das Genmaterial in die Wirtszelle freigesetzt. Bei Myoviridae erfolgt

dies durch Kontraktion der Schwanzscheide, dadurch wird das Schwanzrohr durch die
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Zellwand gestoRen und die DNA in die Wirtszelle injiziert. Da Podoviridae Uber keinen
Schwanz und keine Basalplatte verfiigen, lysieren sie die Bakterienmembran enzymatisch und
ein Groldteil der DNA wird durch den hohen Druck im Inneren des Capsids freigesetzt. Im
weiteren Verlauf wird die restliche DNA durch bereits gebildete frihe virale Proteine in die
Wirtszelle gezogen (Gonzalez-Huici et al. 2004). Mit einem &hnlichen Mechanismus agieren
auch die Siphoviridae. Sie hydrolysieren die Bakterienzellwand und durchdringen diese mit
ihrem Schwanzteil. Durch den sich dabei veranderten osmotischen Druck wird die DNA in die
Wirtszelle freigesetzt (Raspaud et al. 2007). AnschlieRend wird beim lytischen Zyklus die DNA
vom Replikationssystem des Wirtes abgelesen und kopiert. Die so entstandenen
Proteinbausteine des Virus werden anschlieBend in einer bestimmten Schrittabfolge
zusammengesetzt und im Burst, bei welchem die Wirtszelle zerstort wird, die fertigen Virionen
freigesetzt (Campbell 2019). Beim lysogenen Zyklus hingegen kommt es nicht unmittelbar zu
einer Produktion neuer Virionen. Nach dem Injizieren der DNA wird das genetische Material
des Virus in Form eines Prophagen in das Genom des Wirtes eingebaut. Bei jeder Zellteilung
des Bakteriums wird so auch das virale Genmaterial verdoppelt. Ist der Wirt einem Stressfaktor
ausgesetzt, kann der temperente Phage wieder in den lytischen Zyklus Ubergehen, die DNA
wird vervielfaltigt, abgelesen und die Wirtszelle bei der Freisetzung der neu
zusammengesetzten Phagen zerstort (Heller et al. 2011). Da der Phage im Genom des
Bakteriums eingebaut war, kann es bei der Aktivierung vorkommen, dass Sequenzen der
bakteriellen DNA in die des Phagen Ubergehen. Dies stellte ein Problem bei der Verbreitung

von Resistenzen dar.
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Abbildung 5: Zyklen der Phagenvermehrung, modifiziert nach Pyzik et al.

Bakteriophagen kdnnen sich tber zwei verschiedene Zyklen vermehren. In beiden Fallen erfolgt nach der Bindung
an den Rezeptor eine Freisetzung der Nukleinsaure in die Wirtszelle (A und B). Beim lytischen Zyklus wird diese
anschlieBend durch die Wirtszelle vermehrt, abgelesen und der Phage zusammengebaut und einhergehend mit
der Zerstérung der Wirtszelle freigesetzt (C bis E). Beim lysogenen Zyklus wird die Nukleinsaure zunachst als
Prophage in das Wirtsgenom eingebaut und erst bei Stressinduktion repliziert (F bis H). (Pyzik et al. 2021)

Eine besondere Form der Lyse, zu der jedoch nicht alle Bakteriophagen in der Lage sind, stellt
die Lyse von aulen dar. In diesem Fall ist die Anzahl der angreifenden Phagen so hoch, dass
es zu einer Lyse der Wirtszelle ohne vorherige Replikation der Bakteriophagen kommt. Diese
Sonderform der Lyse erfolgt, wenn durch Virion-assoziierte Peptidoglycan-Hydrolasen so viele
Locher in der Zellwand des Bakteriums entstehen, dass die Wirtszelle abstirbt. Es kann aber
auch vorkommen, dass eine so grofse Anzahl an Phagen-DNA aufgenommen wird, dass der
Replikationsmechanismus der Zelle Gberfordert ist und die Wirtszelle daraufhin abstirbt. Dies

ist vor allem bei Phagen mit groliem Genom beschrieben (Abedon 2011).

2.3.3. Resistenzentwicklung von Bakterien gegen Phagen sowie Koevolution

Ein Hindernis bei der therapeutischen Applikation von Bakteriophagen ist die
Resistenzentwicklung der Bakterien, die auf verschiedenen Mechanismen beruhen kann. Fur
eine erfolgreiche Infektion durch Bakteriophagen ist die Bindung an den
Oberflachenrezeptoren der Bakterien Voraussetzung. Dies kénnen Bakterien verhindern,
indem sie die Konformation des Rezeptors andern. Einige Bakterien synthetisieren
extrazellulare Matrix, die die Rezeptoren maskiert und eine physikalische Barriere fur die

Bakteriophagen darstellt. Diese kann jedoch wiederum durch die Phagen hydrolisiert werden.
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Ein weiterer Mechanismus, um eine Bindung der Phagen an die Rezeptoren zu vermeiden, ist
die Produktion von Molekilen, die als Antagonisten an ebenjenen Rezeptoren binden und
diese somit blockieren (Oechslin 2018). Viele Phagen sind jedoch in der Lage, ihren
Rezeptortropismus zu erweitern beziehungsweise eine Konformationsanderung des
Rezeptors zu erkennen und weiterhin zu binden (Samson et al. 2013).

Des Weiteren kann die Injektion des Phagengenoms von einigen Bakterien verhindert werden.
Dabei nutzen sie das ,superinfection exclusion® (Sie)-System. Es handelt sich dabei zumeist
um in der Membran verankerte Proteine, die durch einen dem angreifenden Phagen eng
verwandten Prophagen codiert werden. Diese membranassoziierten Proteine verhindern
durch Interaktion mit Phagenproteinen eine DNA-Injektion und lassen den angreifenden
Phagen haufig nicht infektids zurtick (Seed 2015).

Um sich gegen fremde invasive DNA zu schitzen, verfligen viele Bakterien Uber das
restriction/ modification (R/ M)-System. Die Wirkung basiert auf der Restriktionsendonuklease,
die die fremde DNA anhand ihres Methylierungsmusters erkennt und schneidet, sowie
weiteren Endonukleasen, die die eingedrungene DNA vollstandig abbauen. Das R/ M-System
greift jedoch nur bei dsDNA. Bakteriophagen mit ssDNA- oder RNA-Genomen werden nicht
durch das R/ M-System eliminiert. Zudem kénnen Phagen ihrerseits Resistenzen gegen diese
Abwehrmechanismen entwickeln, indem bestimmte Abschnitte der DNA maskiert oder die
Schnittstelle fur das Restriktionsenzym per Punktmutation verloren geht (Samson et al. 2013).
Auch das CRISPR-Cas System spielt eine Rolle bei der Resistenz gegen Bakteriophagen. Es
besteht aus einer Gruppe von "Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats"
(in regelmaligen Abstédnden gruppierte kurze palindromische Wiederholungen, CRISPR)
innerhalb des bakteriellen Genoms und den CRISPR-assoziierten (Cas) Proteinen. Das
System basiert darauf, dass fremde Nukleinsauren als Protospacer in die CRISPR-Reihe
eingebaut werden. Die daraus abgelesenen cr-RNAs bilden Komplexe mit den Cas-Proteinen,
die die fremde Nukleinsdure erkennen, sodass sie abgebaut werden kann. Haufig beinhaltet
die CRISPR-Reihe auch selbsterkennende Protospacer und es gibt Hinweise, dass das
CRISPR-Cas System weniger vor einer Infektion durch Bakteriophagen schitzt, als vielmehr
eine Apoptose der Wirtszelle auslost. Somit wird lediglich eine Replikation der Phagen
verhindert und der Infektionsdruck gesenkt (Strotskaya et al. 2017). Phagen entgehen jedoch
auch diesem System durch verschiedene Mechanismen wie anti-CRISPR Gene, die sie
vermutlich durch horizontalen Gentransfer austauschen. Auch eine Punktmutation in der zum
Protospacer komplementaren Sequenz fihrt dazu, dass das CRISPR-Cas-System des Wirts
diesen nicht mehr erkennt, ebenso wie die komplette Deletion der Protospacer-Sequenz.
Voraussetzung ist hierbei, dass der Phagen dadurch keine Fitnessverluste hat. Einige Phagen
verfigen Uber eigene CRISPR-Cas Systeme, die das Abwehrsystem des Wirts erkennen und

inaktivieren (Samson et al. 2013; Labrie et al. 2010).
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Eine dhnliche Wirkung hat das ,abortive infection® (Abi) System. Es handelt sich hierbei aber,
im Gegensatz zum CRISPR-Cas System, um ein angeborenes Immunsystem der Bakterien in
Form von einzelnen Proteinen oder Proteinkomplexen. Diese reagieren auf verschiedene
Stufen der Replikation der Bakteriophagen und fuhren vor der Freisetzung der neuen Phagen
zu einem Zelltod des Bakteriums, um so die weitere Bakterienpopulation zu schitzen (Labrie
et al. 2010). Eine Untergruppe ist das Toxin-Antitoxin System, dessen Gleichgewicht bei
zellularem Stress zur Seite des Toxins verschoben wird und so den Zelltod auslést. Auch
kénnen durch Abi Systeme Zellwandkanale eingebaut werden, die das Membranpotential
durcheinanderbringen und somit ein Wachstum des Bakteriums sowie die Phageninfektion
verhindern (Samson et al. 2013).

Ein bedeutender Aspekt der Resistenzentwicklung gegen Bakteriophagen ist zudem auch,
dass die Resistenz haufig mit einer reduzierten Fitness, einem Verlust der Infektiositat oder
Virulenz der Bakterien einhergeht. Das ist insbesondere der Fall, wenn Oberflachenstrukturen
bzw. der Phanotyp des Bakteriums betroffen sind. Dieser Effekt kann auch als Therapieansatz
genutzt werden, indem Bakterienpopulationen mit reduzierter Fitness forciert werden. Haufig
verlieren Bakterien im Zuge dessen auch ihre Antibiotikaresistenz, wodurch eine
Kombinationstherapie erfolgversprechend erscheint (Mangalea und Duerkop 2020).
Vermutlich sind noch viele weitere Resistenzmechanismen gegen Bakteriophagen
unentdeckt. Im Sinne einer Koevolution haben Phagen jedoch Wege gefunden, diesen
Mechanismen zu entgehen und werden das auch in Zukunft tun. Vermutet wird daher ein
~Wettristen®, die sogenannte Red Queen Hypothese. Die Idee dahinter ist, dass die Bakterien
permanent Resistenzen gegen Bakteriophagen ausbilden und letztere wiederum fortwahrend
neue Strategien entwickeln, um die resistenten Bakterien weiter infizieren zu kdnnen
(Heilmann et al. 2012). Dem gegeniber steht die Asymmetrie Hypothese, die davon ausgeht,
dass Uber eine langere Zeit der Wirtsorganismus durch Fitnessverlust oder eine langsamere
Evolution benachteiligt ist und der parasitdre Organismus das Gleichgewicht zu seinen
Gunsten verandert (Lapchin und Guillemaud 2005). Die vielen Modelle zur Koexistenz
zwischen Bakterien und Phagen belegen eher die Red Queen Hypthese, zumindest Uber einen
Zeitraum von mindestens 1.000 Bakteriengenerationen (Heilmann et al. 2012). Dies ist auch
darauf zuriickzufiihren, dass die Uberlebenden Bakterien Formationen wie Biofilme bilden, die
sie gegen die Phagen schitzen kénnen und die Koexistenz so verstarken. Dies scheint auch
der Fall zu sein, wenn Bedingungen stark zum Nachteil eines der beiden Organismen
verandert werden. Nur wenn Phagen extrem effektiv bzw. uneffektiv sind, bricht das

Gleichgewicht zusammen — Bakterien oder Phagen sterben aus (Heilmann et al. 2012).
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2.3.4. Einsatz im Klinik- und Lebensmittelbereich

Bakteriophagen sind seit dem Jahr 1917 bekannt. Als ihr Entdecker und Namensgeber gilt
Feélix d’Hérelle, der auch erste Therapieversuche mit Bakteriophagen startete. In den
osteuropaischen Landern sind sie seitdem Bestandteil der Forschung, wohingegen sie in den
westlichen Staaten durch die Entdeckung der Antibiotika in den 1940ern wieder in
Vergessenheit geraten sind. Heute gewinnen sie aber durch die fortschreitenden
Antibiotikaresistenzen der Bakterien wieder an Bedeutung.

Es gibt zahlreiche Studien zum klinischen Einsatz von Bakteriophagen, hier sollen nur einige
Beispiele zum Einsatz gegen P. aeruginosa beschrieben werden. So zeigen beispielsweise
Untersuchungen in Modellen mit Mausen, dass sich mit einer Applikation von Phagen einer
Lungeninfektion nicht nur vorbeugen, sondern auch behandeln Iasst (Debarbieux et al. 2010).
Auch bei mit P. aeruginosa infizierten Brandwunden konnte die Mortalitat unter Mausen durch
eine Behandlung mit Bakteriophagen gesenkt werden (Mcvay et al. 2007). Bei einer von
P. aeruginosa ausgeldsten Otitis bei Hunden scheint eine lokale Verabreichung von
Bakteriophagen die Bakterien innerhalb von 48 h zu lysieren und eine Heilung zu ermoglichen
(Hawkins et al. 2010). Trotz der vielversprechenden Ergebnisse werden Bakteriophagen noch
nicht routinemafig eingesetzt, jedoch gibt es weltweit verschiedene Phagenzentren, in denen
eine Behandlung moglich ist. Vorreiter ist hier das Phage Therapy Center in Georgien, das auf
seiner Internetseite ,effektive Behandlungslosungen fur Patienten mit schweren bzw. nicht
heilbaren, chronischen, antibiotikaresistenten bakteriellen Infektionen® verspricht
(Phagetherapycenter 2004). Ebenfalls in Georgien lassen sich bereits Phagenlésungen in
Apotheken kaufen, beispielsweise das Produkt Intesti Bacteriophage der Firma ELIAVA.
Dieses besteht aus einem Cocktail von Phagen gegen verschiedene Bakterien (u.a.
P. aeruginosa) und soll bei Infektionen des Magen-Darm-Traktes sowie diesen vorbeugend
eingesetzt werden (Eliavabiopreparations 1923). Aber auch in Landern der Europaischen
Union gibt es die Mdglichkeit, sich mithilfe von Bakteriophagen behandeln zu lassen.
Beispielsweise sind am Ludwik Hirszfeld Institute of Immunology and Experimental Therapy in
Warschau Phagenlésungen gegen 15 Bakterien vorratig. Patienten bekommen nach einer
Analyse von Blut- oder Urinproben einen Phagencocktail erstellt, sollte die Infektion durch
eines dieser Bakterien ausgeldst sein. Die Behandlung kann anschliefiend zu Hause erfolgen
und soll im Durchschnitt sechs bis acht Wochen dauern (Therapy 2005).

Auch in der Lebensmittelindustrie wachst das Interesse an Bakteriophagen: In den USA gibt
es bereits verschiedene Phagenlésungen zum Einsatz im Lebensmittelbereich, insbesondere
gegen Listeria spp., aber auch Salmonella und Escherichia coli. Dabei ist nicht nur ein direkter
Einsatz in oder auf Lebensmitteln von Bedeutung, sondern auch die Dekontamination von

Oberflachen und Materialien in Lebensmittelverarbeitungsbetrieben. Hier stellen insbesondere
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Biofilme ein groRes Kontaminationsrisiko dar, die von den Phagen unter anderem dank ihrer
phageneigenen Proteine wie Endolysine und Depolymerasen angegriffen werden kdnnen.
Die rechtliche Lage zum Einsatz von Bakteriophagen ist in der EU noch nicht endgultig geklart.
Das liegt vor allem daran, dass die Einstufung der Bakteriophagen unklar ist. Diskutiert wird,
ob Phagen als Verarbeitungshilfsstoff oder Lebensmittelzusatzstoff zu klassifizieren sind.
Beide sind laut VO (EG) Nr. 1333/2008 Abs. (5) und (6) Stoffe, die nicht als Lebensmittel
verzehrt werden, aber aus technologischen Grinden Lebensmitteln zugesetzt werden.
Lebensmittelzusatzstoffe haben im Endprodukt noch direkten Einfluss auf das Lebensmittel
und werden mit diesem verzehrt, folglich missen sie deklariert werden.
Verarbeitungshilfsstoffe sind fir den Herstellungsprozess notwendig und diarfen im
Endprodukt lediglich in einem technisch unvermeidbaren Maf} vorkommen. Sie haben keinen
Einfluss mehr auf das Endprodukt und missen nicht deklariert werden. Der Anspruch an die
einzusetzenden Phagen sollte aber in jedem Fall sein, dass sie lytische Wirkung auf eine grol3e
Bandbreite von Bakterienstammen haben, frei von Virulenz- und Resistenzfaktoren sind, aus
Lebensmitteln isoliert und auf apathogenen Stammen vermehrt wurden (Horn 2020). Zudem
sollten Bakteriophagen trotz ihres natlrlichen Vorkommens in Lebensmitteln auf ihr
Allergenpotential untersucht werden. Es gibt bis dato keine Studien, die sich mit dem Einfluss
von Phagen auf das menschliche Immunsystem und die Zytokinlevel beschaftigen (Kwiatek et
al. 2020).
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3. Material und Methoden

3.1. Material
3.1.1. Nahrmedien

In Tabelle 1 sind die verwendeten Nahrmedien aufgeflihrt. Die Nahrmedien wurden nach

Herstellerangaben angesetzt.

Tabelle 1: Ndhrmedien

Nahrmedium Hersteller Artikelnummer
Brain-Heart-Infusion (BHI) Merck, Darmstadt, D VM904693948
Mueller-Hinton-Broth (MHBr) Oxoid, Basingstoke, UK CM0405
Plate-Count-Agar (PC) VWR, Leuven, BEL LO133W

3.1.2. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2 angegeben.

Tabelle 2: Chemikalien

Substanz Hersteller

Agar Pulver VWR, Leuven, BEL

Crystal Violet, 1% aqueous solution Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Ethanol Roth, Karlsruhe, D
PBS-Tabletten Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

3.1.3. Bakterienstamme

Der Uberwiegende Anteil der 30 Pseudomonas aeruginosa - Stémme (Tabelle 3) wurde vom
Institut fur Mikrobiologie und Tierseuchen (IMT) und dem Institut fur Tier- und Umwelthygiene
(ITU) der Freien Universitat Berlin zur Verfugung gestellt. Einer der P. aeruginosa-Stamme
war am Institut fur Lebensmittelsicherheit und -hygiene (ILH) isoliert worden. Als
Referenzstamm wurde ein P. aeruginosa-Stamm der Deutschen Sammlung fur

Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) verwendet.

Alle Stamme wurden bei -80 °C in einer Cryobank gelagert und auf BHI-Platte oder in BHI-
Medium bei 37 °C fiir 24 h in aerober Atmosphare angeziichtet.
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Tabelle 3: Eingesetzte Bakterienstdmme

Spezies Stamm Matrix

P. aeruginosa DSM 25641 Patient (DSMZ)

P. aeruginosa ILH 02202 Schnittlauch (ILH)

P. aeruginosa ILH 02672 Ohrsekret Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02673 Ohrsekret Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02674 Blutkultur (IMT)

P. aeruginosa ILH 02675 Trinkwasser Masthuhn (IMT)
P. aeruginosa ILH 02676 Mastitis Rind (IMT)

P. aeruginosa ILH 02677 Abszess Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02678 Wundtupfer Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02679 Tracheal-/ Bronchialsekret Katze (IMT)
P. aeruginosa ILH 02680 Phlegmone Pferd (IMT)

P. aeruginosa ILH 02681 Sepsis Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02755 Sockentupfer Mastpute (ITU)
P. aeruginosa ILH 02756 Trinkwasser Masthuhn (ITU)
P. aeruginosa ILH 02757 Sammelkot MasITUuhn (ITU)
P. aeruginosa ILH 02759 Sammelkot MasITUuhn (ITU)
P. aeruginosa ILH 02763 Kloakentupfer MasITUuhn (ITU)
P. aeruginosa ILH 02774 Ohrsekret Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02775 Wundtupfer Pferd (IMT)

P. aeruginosa ILH 02776 Hauttupfer Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02777 Hauttupfer Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02778 Auge Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02779 Hauttupfer Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02780 Ohrsekret Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02781 Hauttupfer Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02782 Ohrsekret Katze (IMT)

P. aeruginosa ILH 02783 Hauttupfer Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02784 Hauttupfer Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02785 Hauttupfer Hund (IMT)

P. aeruginosa ILH 02786 Blutkultur Hund (IMT)

3.1.4. Bakteriophagen

Die Bakteriophagen wurden bei 5 °C gelagert. Das Wachstum erfolgte per Flissigvermehrung
mit P. aeruginosa DMS 25641 in BHI-Medium. Der Bakteriophage vB_Pae-TbilisiM32 wurde
von der DSMZ erworben, der Bakteriophage vB _Pae-CS2310 gemeinsam mit dem
Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR) aus einer Probe am Institut fir Lebensmittelsicherheit

und —hygiene isoliert.
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3.1.5. Gerate und Software

Alle verwendeten Gerate sind in Tabelle 4 gelistet. Die zur Auswertung genutzte Software zeigt

Tabelle 5.

Tabelle 4: Geréte

Gerat

Hersteller

Biologische Sicherheitswerkbank Safe 2020
BioTek EL800 Microplate Reader

Cryo Bank, -80 °C

Inkubator Typ 700, 37 °C

Kudhlinkubator INCU-Line 240CR Premium, 12 °C
Plattformschuittler Unimax 1010 mit
Inkubationshaube

Prazisionswaage Kern EW 2200 - 2 NM
Vortex-Genie 2
Wasserbad

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
D

BioTek Instruments, Winooski, USA
Sanyo E&E Europe, Etten-Leur, NL
Memmert, Schwabach, D

VWR, Leuven, BEL

Heidolph Instruments, Schwabach, D
Kern & Sohn, Balingen, D

Bender + Hoben AG, Bruchsal, D
GFL, Burgwedel, D

Tabelle 5: Software

Software Hersteller

Geneious Prime 2021.2
Gen5 Version
GraphPad-Prism Version 8.0
MyDbFinder 2.0

PATRIC 3.6.9

RAST 2.0

Biomatters, Ltd., Auckland, New Zealand

BioTek Instruments, Winooski, VT, USA
GraphPad-Software, Inc., La Jolla, USA

Center for Genomic Epidemiology, cge.cbs.dtu.dk/services
Bioinformation Resource Centers, patricbrc.org
rast.nmpdr.org/rast.cgi (Aziz et al. 2008)

3.1.6. Verbrauchsmaterialien

Die Einweg-Verbrauchsmaterialien wurden, falls nicht anders in Tabelle 6 angegeben, von den
Firma Nerbe plus (Winsen/ Luhe, D) sowie Sarstedt (NUmbrecht, D) und VWR (Dresden, D)

bezogen.

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Cryobank-Réhrchen
Falcon 96-Well, Flat-Bottom Microplate,
uncoated

Petrischalen

Mast Diagnostica, Reinfeld, D

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, D
Greiner Bio-One, Mosonmagyarovar, HUN
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3.2. Methoden

3.2.1. Herstellung des Softagars
100 ml BHI-Medium wurden mit 0,5 g Agar vermischt und drei Mal bis zum Siedepunkt erhitzt.
Der erhaltene Softagar wurde im Wasserbad bei 50 °C bis zur weiteren Verarbeitung

aufbewahrt.

3.2.2. Ubernachtkultur und Flissigkultur

Um eine Ubernachtkultur zu erhalten, wurden 2 ml BHI-Medium in ein Reagenzglas vorgelegt
und ein bis drei P. aeruginosa-Kolonien darin geldst. Die Kultur wurde flr 24 h bei 37 °C aerob
bebritet. Alternativ wurden zur Herstellung einer Flissigkultur drei bis finf P. aeruginosa-
Kolonien in 2 ml BHI-Medium gelést und die Kultur vier Stunden bei 37 °C unter aeroben

Bedingungen im Ruttler bebritet.

3.2.3. Tropfplattenverfahren

Zur Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (CFU) wurde eine 1:10 Verdinnungsreihe
der Ausgangskultur in PBS-Medium hergestellt. Jeweils 50 pl der Verdinnungsstufen bzw.
100 pl der ersten Verdlinnungsstufe wurden auf BHI-Platten ausgestrichen und fur 24 h bei
37 °C bebritet. Gezahlt wurden Verdunnungsstufen mit einer Kolonieanzahl zwischen drei und
300 und damit die CFU per gewogenem arithemtischen Mittelwert mit der Farmiloe‘schen

Formel berechnet.

n X d
= *
nlx* 1+n2+ 0,1
n gewogener arithmetischer Mittelwert
Xc Summe aller Kolonien der Platten, die zur Berechnung herangezogen werden

(niedrigste und nachsthdhere auswertbare Verdinnungsstufe)
nl Anzahl der Platten der niedrigsten auswertbaren Verdliinnungsstufe
n2 Anzahl der Platten der nachsthdéheren auswertbaren Verdiinnungsstufe

d Verdinnungsfaktor der niedrigsten ausgewerteten Verdinnungsstufe

3.2.4. Phagenvermehrung
100 pl des Phagenlysats wurden zu 100 ml bakterieller Ubernachtkultur gegeben und erneut
bei 37 °C fiir 24 h bebritet. Diese Kultur wurde bei 7200 rcf zentrifugiert und der Uberstand

durch einen 0,22 pm Filter sterilfiltriert. Anschliefiend wurde der Phagentiter ermittelt.
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3.2.5. Plaque Assay zur Ermittlung des Phagentiters

Eine 1:10 Verdlnnungsreihe des Phagenlysats in PBS-Medium wurde vorbereitet. Je 100 pl
der Verdinnungsstufen wurden mit 100 pyl Ubernachtkultur von P. aeruginosa DSM 25641
vermengt. AnschlieBend wurden 5,5 ml Softagar zugegeben und nach mehrmaligem
Schwenken in leere Petrischalen gegossen. Durch Drehbewegungen wurde der Softagar
gleichmaRig verteilt und vollstandig trocknen gelassen. Die Inkubation der Platten erfolgte tiber

24 h bei 37 °C. Die PFU wurde unter Zuhilfenahme der Farmiloe’schen Formel berechnet.

3.2.6. Spot Assay zur Ermittlung des Wirtsspektrums

Von den zu untersuchenden P. aeruginosa - Stammen wurden 2 ml Flissigkultur hergestellt.
Je 100 pl dieser Flussigkulturen wurden mit 3,5 ml Softagar vermischt und BHI- bzw. PC-
Platten damit Uberschichtet. Der Agar wurde vollstandig trocknen gelassen, bevor je 5 ul der
einzelnen Phagenlysate vB_Pae_ Thbilisi32, vB_Pae_CS2310, des Cocktails sowie BHI-
Medium als Negativkontrolle aufgetropft wurden. Die Tropfen sollten vor der Inkubation bei
37 °C fur 24 h vollstandig getrocknet sein. Zur Ermittlung des Wirtsspektrums wurden alle
Stamme drei Mal getestet und ein Stamm galt als empfindlich, wenn er bei mindestens zwei

der Durchgéange lysiert wurde.

3.2.7. Zellzahlreduktion durch Bakteriophagen

Die Ubernachtkulturen der zu untersuchenden P. aeruginosa - Stamme wurden 1:1000 auf 105
bis 108 CFU/ ml verdiinnt. Je 1 ml dieser Verdiinnung wurde mit 1 ml der Phagenlysate
vB_Pae-TbilisiM32 und vB_Pae-CS2310 (beide 107 PFU/ ml) bzw. 1 ml BHI-Medium als
Negativkontrolle vermischt. Die drei Ansatze wurden bei 37 °C aerob bebritet. Zu definierten
Zeitpunkten (O h, 1,5h, 6 h, 24 h und 48 h) wurden CFU/ ml (Tropfplattenverfahren) und
Phagentiter (Plaque Assay) ermittelt. Zum letzten Zeitpunkt wurden die Uberstéande aus den
Ansatzen mit den Bakteriophagen auf BHI-Platten ausgestrichen und bei 37 °C fir 24 h
inkubiert, um Einzelkolonien zu picken. Diese wurden im Spot Assay erneut auf ihre
Empfanglichkeit gegenuber den Bakteriophagen getestet.

Im weiteren Verlauf wurde zudem ein Phagencocktail aus beiden Phagen im Verhaltnis 1:1
(107 PFU/ ml) gegen die Negativkontrolle BHI-Medium getestet. Mit diesem Cocktail wurde
zusatzlich die Reduktion der Zellzahl bei 12 °C getestet, um den Bedingungen in der
Lebensmittelkette naher zu kommen. Aufgrund des langsameren Wachstums wurden

zusatzlich die Werte nach 72 h bestimmt.

23



Material und Methoden

3.2.8. Pravention eines Biofilms

Fir die Pravention des Biofilms wurden sechs P. aeruginosa-Stdmme ausgewahlt, die
sensibel auf beide Phagen im Spot Assays reagierten, und zwar P. aeruginosa ILH 02763,
ILH 02678, ILH 02680, ILH 02774, ILH 02778 und ILH 02781. Als Positivkontrolle wurde der
P. aeruginosa-Stamm DSM 25641 und als Negativkontrolle der gegen beide Phagen
resistente Stamm P. aeruginosa ILH 02759 mitgefihrt. Je 2 ml FlUssigkultur der zu
untersuchenden P. aeruginosa - Stamme wurden vorbereitet. 30 yl davon wurden in 3 ml
MHBr 1:100 verdiinnt. Die CFU aller Stamme wurde mittels Tropfplattenverfahren bestimmt.
Von allen Stammen wurden je sechsmal 50 pl der verdiinnten Losung (10* bis 105 CFU/ Well)
sowie MHBr als Negativkontrolle in die Wells zweier 96 - Well - Platten gegeben. Die Wells
der ersten Platte wurden mit je 50 yl BHI aufgefillt, die der zweiten Platte mit je 50 pl
Phagencocktail (10° PFU/ Well). In die duBeren Wells wurden je 250 ul MHBr gegeben, um
ein Austrocknen der inneren Wells zu vermeiden. Die Platten wurden abgedeckt bei 37 °C fir
20 h bebritet, bzw. bei 12 °C fiir 68 h.

Nach der Inkubation bei 37 °C wurde der Uberstand aus zwei Wells je Stamm auf BHI-Platten
ausgestrichen und bei 37 °C flr 24 h inkubiert, um Einzelkolonien zu picken. Diese wurden im
Spot Assay erneut auf ihre Empfanglichkeit gegenliber den Bakteriophagen getestet. Der
Uberstand aller Wells wurde anschlieRend verworfen und die Wells mit 150 ul PBS gespiilt.
Nachdem sie fur zwei Stunden bei 42 °C trocknen gelassen wurden, erfolgte das Einfarben
der Biofilme mit je 150 pl einer 0.01 % Crystalviolet - Lésung. Die Platten wurden fir 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend das Crystalviolet abgenommen. Nach einem
zweistufigen Waschen mit 400 yl und 150 pyl PBS wurden die Platten fur eine Stunde bei
Raumtemperatur trocknen gelassen. Im Anschluss wurden je 150 pl 96 %iges Ethanol in die
Wells gegeben und die Platten geschlossen fiir weitere 15 min inkubiert. 100 ul des Inhalts
wurden in eine Mikrotiterplatte Uberfihrt und die Optische Dichte (OD) bei 595 nm mit dem
BioTek EL800 gemessen. Die Negativkontrollen (MHBr und BHI resp. MHBr und

Phagencocktail) wurden als Leerwert von den ermittelten Werten subtrahiert.

3.2.9. Bekampfung eines etablierten Biofilms

Zur Bekdmpfung eines bereits etablierten Biofilms wurde mit den P. aeruginosa - Stdmmen
entsprechend der Pravention des Biofilms gearbeitet. Von den zu untersuchenden
P. aeruginosa - Stdammen wurden je 2 ml einer Flissigkultur hergestellt. Davon wurden 30 pl
abgenommen und in 3 ml MHBr 1:100 verdinnt. In zwei 96-Well-Platten wurde pro Stamm
sechsmal 100 pl der verdunnten Kultur in die Wells gegeben. Die aulieren Wells wurden mit
je 250 pyl MHBr befullt, um ein Austrocknen der inneren Wells zu vermeiden. Die Platten
wurden abgedeckt bei 37 °C fir 20 h oder bei 12 °C flr 68 h bebritet. Die CFU aller

eingesetzten Stamme wurde per Tropfplattenverfahren bestimmt. Nach der Inkubation wurde
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der Uberstand der Wells abgenommen und verworfen. Die Wells wurden anschlieRend mit
150 ul PBS gewaschen. In die Wells einer Plate wurden je 100 pl einer 1:1 Mischung des
Phagencocktails (107 CFU/ Well) und MHBr gegeben, in die Wells der zweiten Platte je 100 pl
einer 1:1 Mischung aus BHI-Medium und MHBr. Die Platten wurden zugedeckt bei 37 °C fur
weitere 6 bzw. 24 h oder bei 12 °C fir 24 bzw. 72 h bebrutet. Im Anschluss an die zweite
Inkubation bei 37 °C wurde der Uberstand aus zwei Wells je Stamm auf BHI-Platten
ausgestrichen und bei 37 °C flr 24 h inkubiert, um Einzelkolonien zu picken. Diese wurden im
Spot Assay erneut auf ihre Empfanglichkeit den Bakteriophagen gegenuber getestet. Der
Uberstand aller Wells wurde anschlieBend verworfen und die Platten wie unter 3.2.8.
beschrieben gewaschen und in Ethanol gelést. Im Falle der Bebriitung von sechs Stunden
wurden die Platten vor der Zugabe des Crystalviolets Uber Nacht 17 h bei 42 °C trocknen
gelassen, anschliel’end erfolgte das Waschen ebenfalls wie unter 3.2.8. beschrieben. Die OD
der Biofilme wurde bei 595 nm mit dem BioTek EL800 gemessen. Die Negativkontrollen (BHI,

Phagencocktail) wurden als Leerwert von den erhaltenen Werten abgezogen.

3.2.10. Genomsequenzierung und Bioinformatische Auswertung

Fir jeden P. aeruginosa-Stamm wurden nach der Durchfihrung der Spot Assays aus 3.2.6.
Klone mit unterschiedlichen Resistenzmustern ausgewahlt, um eine
Gesamtgenomsequenzierung (NextSeq) durch das BfR durchfihren zu lassen. Die
Genomassemblierung wurde mithilfe von PATRIC Uber die Assembly-Strategie ,Auto*
durchgefuhrt. Die Wildstdmme und die Klone wurden anschliefend mit dem MyDbFinder auf
44 Gene untersucht (siehe Anhang), die haufig Phagenresistenzen bedingen bzw. flr eine
Phagenbindung essenziell sind (Vaitekenas et al. 2021; Marko et al. 2018; Rocchetta et al.
1999). Als Schwellenwert zur Ubereinstimmung der Gene wurden hierfiir 60 % festgelegt und
als minimale Lange, die das zu untersuchende Gen mit dem Referenzgen abdecken sollte,
40 %.

Anschliellend wurde ein tiefergehender Genabgleich der tGiber RAST (RASTtk, automatisch
korrigierte Fehler) annotierten Klone in Geneious Prime durchgefihrt. Dazu wurden die
einzelnen Contigs der Wildstamme Uber den Punkt ,Map fo Reference“ der Funktion
YAlign/Assemble® (,Zuordnung zur Referenz“, ,Abgleichen/Zusammensetzen®) mit den Uber
,Group Sequences into a List* (,Sequenzen in einer Liste gruppieren®) zusammengefiigten
Contigs der Klone abgeglichen. Die so identifizierten identischen Genabschnitte konnten
daraufhin auf Deletionen untersucht werden. Fehlten Gene bei mehreren resistenten Klonen
verschiedener Wildstamme, wurden die entsprechenden Gene der Wildstdmme wie oben
beschrieben Uber den MyDbFinder mit den resistenten und sensiblen Klonen der anderen
Stdmme abgeglichen. Dies wurde getrennt fir resistente Klone gegeniber dem Phagen
vB_Pae-TbilisiM32 bzw. vB_Pae-CS2310 durchgefihrt.
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3.2.11. Statistik

Bei den Versuchen zur Zellzahlreduktion sowie zu beiden Biofilm Assays wurden alle
Experimente flr jeden P. aeruginosa-Stamm mindestens dreimal durchgefiihrt und zur
Auswertung der Daten in GraphPad der Median herangezogen.

Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz der Reduktion der Zellzahl durch die einzelnen
Phagen vB_ Pae-Thilisi-M32 und vB_Pae-CS2310 sowie dem Cocktail in Flissigmedium
wurden die logarithmierten CFU-Daten aller Assays mittels one-way ANOVA in GraphPad
analysiert. Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz der Reduktion der Biofilme durch den
Phagencocktail wurden die OD-Werte aller Biofilm Assays mittels Wilcoxon Test in GraphPad
ausgewertet. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Ergebnissen der behandelten und
nicht behandelten P. aeruginosa-Stamme war in beiden Fallen bei einem P-Wert < 0.05

gegeben.
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4. Ergebnisse

4.1. Wirtsspektrum

Der Referenzstamm P. aeruginosa DSM 25641 sowie die 14 P. aeruginosa-Stamme
ILH 02202, ILH 02674, ILH 02676, ILH 02677, ILH 02678, ILH 02680, ILH 02757, ILH 02763,
ILH 02774, ILH 02775, ILH 02776, ILH 02781, ILH 02782 und ILH 02786 wurden von den
beiden Phagen vB_Pae-TbilisiM32 und vB Pae-CS2310 lysiert. Des Weiteren konnten
P. aeruginosa Stamme detektiert werden, die sich nur gegeniliber jeweils einem der Phagen
als sensibel erwiesen. Sieben Stamme (ILH 02675, ILH 02777, ILH 02778, ILH 02779,
ILH 02780, ILH 02784 und ILH 02755) wurden nur durch den Phagen vB_Pae-CS2310 lysiert
und lediglich ein Stamm, P. aeruginosa ILH 02672, war nur sensibel gegentiber dem Phagen
vB_Pae-Tbilisi32. Darlber hinaus erwiesen sich die funf P. aeruginosa-Stamme ILH 02681,
ILH 02756, ILH 02759, ILH 02783 und ILH 02785 als resistent gegenlber beiden Phagen.
Insgesamt konnten von den 30 untersuchten P. aeruginosa Stdmmen 53 % durch den Phagen
vB_Pae-TbilisiM32 und 80 % durch den Phagen vB_Pae-CS2310 lysiert werden. Durch die
Anwendung eines Cocktails aus beiden Phagen konnten 83 % der Stamme lysiert werden und
nur 17 % der Stdmme erwiesen sich als resistent gegenlber diesem Phagencocktail (Tabelle
7).

Fir die weiteren Versuche wurden sechs P. aeruginosa-Stamme (ILH 02678, ILH 02680,
ILH 02763, ILH 02774, ILH 02778 und ILH 02781) ausgewabhlt, die sensibel gegentiber beiden
Bakteriophagen waren und moglichst aus unterschiedlichen Matrices isoliert wurden. Der
gegenliber beiden Phagen resistente Stamm P. aeruginosa ILH 02759 wurde als
Negativkontrolle und der Referenzstamm P. aeruginosa DSM 25641 als Positivkontrolle

mitgeflhrt.
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Tabelle 7: Spot Assays zur Bestimmung des Wirtsspektrums der Wildstdmme

P. aeruginosa-Stamm vB_Pa-TbilisiM32 vB_Pae-CS23210 Cocktail
DSM 25641* + + +
ILH 02202 + + +
ILH 02672 + - +
ILH 02673 - + +
ILH 02674 + + +
ILH 02675 - + +
ILH 02676 + + +
ILH 02677 + + +
ILH 02678* + + +
ILH 02679 - + +
ILH 02680* + + +
ILH 02681 - - -
ILH 02755 - + +
ILH 02756 - - -
ILH 02757 + + +
ILH 02759* - - -
ILH 02763* + + +
ILH 02774* + + +
ILH 02775 + + +
ILH 02776 - + +
ILH 02777 - + +
ILH 02778* + + +
ILH 02779 - + +
ILH 02780 - + +
ILH 02781* + + +
ILH 02782 + + +
ILH 02783 - - -
ILH 02784 - + +
ILH 02785 - - -
ILH 02786 + + +

+ Lyse; - Resistenz; *fuir weitere Untersuchungen ausgewahlt

4.2. Zellzahlreduktion durch Bakteriophagen
4.2.1. Zellzahl

Bei Inkubation bei 37 °C war mit BHI-Medium in allen durchgefuhrten Experimenten ein
ahnliches Wachstum der acht P. aeruginosa-Stamme zu beobachten (Abbildung 6).
Ausgehend von einer Startkonzentration von 10° bis 108 CFU/ ml stieg die Zellzahl Uber
107 CFU/ ml nach 6 h bis hin zu einer Endkonzentration von 108 bis 10° CFU/ ml bei 24 h bzw.
48 h.

Die Zellzahl des Referenzstamms P. aeruginosa DSM 25641 wurde durch beide
Bakteriophagen vB_Pae-ThilisiM32 und vB_Pae-CS2310 nach einer Inkubationszeit von 1,5 h

unter das Detektionslimit von 102 CFU/ ml reduziert. AnschlieRend war ein stetiges Wachstum
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zu beobachten, bis hin zu einer Zellzahl von 2,8x10° CFU/ ml bei Inkubation mit vB_Pae-
TbilisiM32 bzw. 2,9x10° CFU/ ml bei Inkubation mit vB_Pa-CS2310. Bei Inkubation mit dem
Phagencocktail war die Zellzahl nach 1,5 h und GUber den gesamten weiteren Zeitraum bis 48 h
nicht detektierbar.

Einen ahnlichen Effekt erreichten beide Phagen auch bei Inkubation mit dem Stamm
P. aeruginosa ILH 02678, bei diesem Stamm waren aufgrund inkonsistenter Werte bei 6 h
(vB_Pae-TbilisiM32) bzw. 24 h (vB_Pae-CS2310) vier Ansatze durchgefuhrt worden. Nach
1,5 h war die Zellzahl in beiden Ansatzen auf ein nicht detektierbares Level reduziert. Bei
Inkubation mit vB_Pae-CS2310 war auch nach 6 h keine Detektion der Zellzahl mdglich,
jedoch konnte nach 24 h und 48 h eine erhohte Konzentration von 5,0x10% CFU/ ml bzw.
4,6x10” CFU/ ml festgestellt werden, die damit geringer war als die der Mediumkontrolle
(1,5x10° bzw. 2,4x10° CFU/ ml), jedoch nur bei 24 h statistisch signifikant. Bei Inkubation mit
vB_Pae-TbilisiM32 war hingegen nach 6 h bereits eine Konzentration von 7,0x10° CFU/ ml
erreicht und bei 24 und 48 h mit 1,5x10° resp. 2,4x10° CFU/ ml vergleichbare Werte wie die
der Mediumkontrolle. Bei Inkubation mit dem Phagencocktail war nach 1,5 h ebenfalls keine
Detektion der Zellzahl moglich, aber im Gegensatz zur einzelnen Applikation der
Bakteriophagen konnte durch den Einsatz des Phagencocktails Gber den gesamten Zeitraum
von 48 h kein Wachstum ermittelt werden.

Das Wachstum von P. aeruginosa ILH 02680 konnte nur durch den Phagen vB_Pae-
ThilisiM32 reduziert werden. Bereits nach 1,5 h war die Zellzahl nicht mehr detektierbar und
auch nach 6 h war diese mit 1,0x102 CFU/ ml deutlich niedriger als die der Mediumkontrolle
(7,2x107 CFU/ ml). Nach 24 h bzw. 48 h hatte sich die Zellzahl wieder stark erhéht und lag,
ahnlich wie die der Mediumkontrolle, bei etwa 10° CFU/ ml. Bei Inkubation mit vB_Pae-
CS2310 lie® sich auch 6 h nach Zugabe des Phagen keine Reduktion beobachten, lediglich
nach 24 h lag die Konzentration mit 2,9x108 CFU/ ml eine Log-Stufe unter der der
Mediumkontrolle, stieg dann aber innerhalb eines Tages wieder auf 4,5x10° CFU/ ml an. Der
Unterschied war zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikant. Bei Inkubation mit dem
Phagencocktail war ein ahnlicher Effekt wie nach Inkubation mit dem Phagen vB_ Pae-
TbilisiM32 zu beobachten, mit dem Unterschied, dass nach 6 h die Zellzahl bereits um eine
halbe Log-Stufe hdher lag.

P. aeruginosa ILH 02763 zeigte bei Inkubation mit dem Phagen vB_Pae-ThilisiM32 erst nach
6 h eine im Vergleich zur Mediumkontrolle statistisch signifikant um zwei Log-Stufen reduzierte
Zellzahl (2,2x10° CFU/ ml bzw. 6,5x107 CFU/ ml). Nach 24 h war die Zelldichte erneut auf dem
Niveau der Mediumkontrolle (4,3x10° bzw. 4,0x10° CFU/ ml) und veranderte sich auch nach
48 h nicht erheblich (2,1x10° resp. 2,9x10° CFU/ ml). Durch den Phagen vB_Pae-CS2310
wurde die Zelldichte des Stamms P. aeruginosa ILH 02763 nach 1,5 h auf ein nicht mehr

detektierbares Level reduziert und lag auch nach 6 h mit 2,0x102 CFU/ ml nur knapp dariiber.
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Nach 24 und 48 h waren wieder Zellzahlen vergleichbar mit denen der Mediumkontrolle
erreicht (4,5x10° resp. 1,2x10° CFU/ ml). Bei Inkubation mit dem Phagencocktail erfolgte nach
1,5 h eine Reduktion der Zellzahl auf 2,1x10% CFU/ ml, welche nach 6 h bereits nicht mehr
detektierbar war. Nach 24 h (1,0x10?2 CFU/ ml) und 48 h (2,3x107 CFU/ ml) lag die Zellzahl
noch immer unter dem Wert der Mediumkontrolle, bei 48 h war dieser Unterschied jedoch nicht
mehr statistisch signifikant.

Die Zellzahl von P. aeruginosa ILH 02774 war bei Inkubation mit dem Phagen vB_Pae-
ThilisiM32 bereits nach 1,5h nicht mehr detektierbar und blieb auch nach 6 h mit
9,0x102 CFU/ ml deutlich unter der der Mediumkontrolle (8,7x10” CFU/ ml). Bei den Zeitwerten
24 h und 48 h waren die Werte auf das gleiche Niveau wie die der Mediumkontrolle
angestiegen und lagen bei etwa 10° CFU/ ml. Durch den Phagen vB_Pae-CS2310 wurde die
Zellzahl nach 1,5 h auf 2,0x102 CFU/ ml reduziert und blieb auch nach 6 h auf einem ahnlichen
Level (1,0x102 CFU/ ml). Nach 24 h lag die Zellzahl noch immer leicht, aber statistisch
signifikant unter der der Mediumkontrolle (1,5x108 CFU/ ml), erreichte nach 48 h jedoch wieder
einen vergleichbaren Wert (1,9x10° CFU/ ml). Bei Inkubation mit dem Phagencocktail war die
Zellzahl sowohl nach 1,5 h als auch nach 6 h nicht mehr detektierbar. Nach 24 h bzw. und
48 h erreichte die Zelldichte wieder Werte um 10° CFU/ ml und war damit auf dem Niveau der
Mediumkontrolle.

P. aeruginosa ILH 02778 zeigte bei Inkubation mit dem Phagen vB_Pae-TbilisiM32 nach 1,5 h
im Vergleich zur Mediumkontrolle eine Reduktion der Zellzahl um eine Log-Stufe auf
3,0x10* CFU/ ml. Nach 6 h reduzierte sich diese weiter auf 9,0x10? CFU/ ml. Jedoch stieg die
Zellzahl nach 24 h bzw. 48 h wieder an und erreichte Werte vergleichbar mit denen der
Mediumkontrolle. Bei Inkubation mit dem Phagen vB_Pae-CS2310 war die Zellzahl nach 1,5 h
ebenfalls um eine Log-Stufe auf 6,8x10* CFU/ ml reduziert (statistisch nicht signifikant) und
blieb auch nach 6 h auf diesem Niveau (statistisch signifikant). Nach 24 h war die Zelldichte
mit 3,4x107 CFU/ ml noch immer statistisch signifikant geringer als die der Mediumkontrolle,
erhdhte sich nach 48 h aber noch einmal um eine Log-Stufe und war damit identisch mit der
Zelldichte der Mediumkontrolle von 4,2x108 CFU/ ml. Analog dazu wurde die Zelldichte des
Stamms P. aeruginosa ILH 02778 durch den Phagencocktail nach 1,5 h auf 4,8x10* CFU/ ml
reduziert und blieb auch nach 6 h bei einer vergleichbaren Konzentration. Das Wachstum lief
anschlieltend verzogert ab, bis nach 24 h eine Zelldichte von 1,1x107 CFU/ ml und nach 48 h
schlieBlich eine mit der Mediumkontrolle vergleichbare Zelldichte von 4,3x108 CFU/ ml erreicht
wurde.

Die Zelldichte von P. aeruginosa ILH 02781 wies bei 6 h inkonsistente Werte auf und der
Ansatz wurde deshalb ein viertes Mal durchgefiihrt. Die Zellzahl konnte dabei durch beide
Phagen nach 1,5 h auf ein nicht detektierbares Level gesenkt werden. Nach 6 h waren wieder

geringe Zellzahlen detektierbar, die sowohl im Ansatz mit vB_Pae-TbilisiM32
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(8,0x10%2 CFU/ ml), als auch im Ansatz mit vB_Pae-CS2310 (5,1x10" CFU/ ml) deutlich unter
der der Mediumkontrolle (4,8x10” CFU/ ml) lagen. Bei Inkubation mit vB_Pae-TbilisiM32 stieg
die Zelldichte nach 24 h bzw. 48 h auf bis zu 10° CFU/ ml an und war damit auf dem gleichen
Niveau wie die der Mediumkontrolle. Im Ansatz mit vB_Pae-CS2310 war die Zelldichte mit
2,0x108 CFU/ ml nach 24 h noch statistisch signifikant geringer als die der Mediumkontrolle,
erreichte nach 48 h aber einen vergleichbaren Wert von 1,8x10° CFU/ ml. Bei Inkubation mit
dem Phagencocktail lag die Zellzahl nach 1,5 h sowie nach 6 h unter dem Detektionslimit und
auch nach 24 h war die Zelldichte mit 1,3x10” CFU/ ml weiterhin statistisch signifikant geringer
als die der Mediumkontrolle. Nach 48 h war hingegen eine vergleichbare Konzentration von
1,5x10° CFU/ ml erreicht.

Der als Negativkontrolle eingesetzte Stamm P. aeruginosa ILH 02759 wurde weder durch
einen der einzelnen Phagen noch durch den Phagencocktail beeinflusst und wies bei allen

ermittelten Zeitpunkten Konzentrationen wie die der Mediumkontrolle auf.

Bei 12 °C verlief das Wachstum in BHI-Medium bei allen acht Stammen &ahnlich, jedoch
langsamer als bei 37 °C. Ausgehend von einer Startkonzentration von 10% bis 106 CFU/ ml
stieg die Zellzahl Uber die ersten 24 h kaum oder nicht an und erreichte erst nach 72 h eine
Zellzahl von maximal 108 CFU/ ml (Abbildung 7).

Beim Referenzstamm P. aeruginosa DSM 25641 konnte bereits nach 1,5 h Inkubation mit dem
Phagencocktail eine statistisch signifikante Reduktion der Zellzahl um eine Logstufe auf
1,8x10°% CFU/ ml beobachtet werden. Nach 6 h war die Zellzahl bereits nicht mehr detektierbar
und blieb dies auch Gber den gesamten weiteren Zeitraum bis 72 h.

Der P. aeruginosa-Stamm ILH 02678 war nach 1,5 h nicht mehr detektierbar und blieb auch
Uber den gesamten Zeitraum von 72 h auf diesem nicht detektierbaren Niveau.

Die Zellzahl des P. aeruginosa-Stamms ILH 02680 blieb bei Inkubation mit dem
Phagencocktail und der Mediumkontrolle Uber die ersten 6 h auf einem vergleichbaren Level
von 10% CFU/ ml. Auch nach 24 und 48 h war bei Inkubation mit dem Phagencocktail nur ein
geringes Wachstum zu beobachten (1,6x10° bzw. 4,5x10% CFU/ ml), wahrend die Zellzahl der
Mediumkontrolle tber 1,8x108 CFU/ ml auf 1,3x10” CFU/ ml anstieg, was einen statistisch
signifikanten Unterschied darstellte. Erst nach 72 h erreichte die Zelldichte bei Inkubation mit
dem Phagencocktail 3,1x108 CFU/ ml und lag damit weiterhin unter der der Mediumkontrolle
(1,2x108 CFU/ ml).

Der P. aeruginosa-Stamm ILH 02763 wurde durch den Phagencocktail Uber die 72 h
kontinuierlich von 1,8x10® CFU/ ml um drei Logstufen auf 3,2x103 CFU/ ml reduziert. Die
Zellzahl bei Inkubation mit Mediumkontrolle hingegen stieg von 1,9x10% CFU/ ml stetig bis auf
1,3x108 CFU/ ml nach 72 h an. Die Differenzen waren bereits nach 1.5 h und Uber den

gesamten Zeitraum als statistisch signifikant zu betrachten.
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Im Fall von P. aeruginosa ILH 02774 wurde durch Inkubation mit dem Phagencocktail die
Zellzahl nach 1,5 h auf ein nicht detektierbares Level gesenkt und war auch nach 24 h nicht
erneut detektierbar. Erst nach 48 h konnte eine Zellzahl von 3,6x10° CFU/ ml ermittelt werden,
die aber noch immer unter der der Mediumkontrolle von 2,7x107 CFU/ ml lag. Auch nach 72 h
lag die Zellzahl bei Inkubation mit dem Cocktail mit 1,3x10” CFU/ ml weiterhin statistisch
signifikant unter der Zellzahl der Mediumkontrolle (2,0x108 CFU/ ml).

Bei dem P. aeruginosa-Stamm ILH 02778 blieb die Zellzahl Gber die ersten 24 h in beiden
Ansatzen unverandert bei 105 CFU/ ml. Nach 48 h und 72 h war die Zellzahl bei Inkubation mit
dem Cocktail auf 4,0x10* CFU/ ml bzw. 7,8x10* CFU/ ml reduziert, wohingegen sie bei
Inkubation mit der Mediumkontrolle auf 1,2x108 CFU/ ml bzw. 5,6x10% CFU/ ml angestiegen
war. Damit lag die Zellzahl von P. aeruginosa ILH 02778 ab dem ermittelten Zeitpunkt von
24 h statistisch signifikant unter der der Mediumkontrolle.

Der P. aeruginosa-Stamm ILH 02781 wurde durch den Phagencocktail nach 1,5 h auf ein nicht
detektierbares Level reduziert und die Zellzahl stieg auch Uber den restlichen Zeitraum bis
einschlie3lich 72 h nicht mehr an.

Bei der Negativkontrolle P. aeruginosa ILH 02759 war kein Unterschied der Zellzahl bei
Inkubation mit oder ohne Phagencocktail ermittelbar. Die Zellzahl blieb Uber die ersten 24 h
bei 105 CFU/ ml und erhéhte sich nach 48 h auf 108 CFU/ ml. Nach 72 h erreichten beide

Ansatze ihr Maximum von 108 CFU/ ml.
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Abbildung 6: Zellzahlreduktion durch Bakteriophagen bei 37 °C

Acht P. aeruginosa-Stamme wurden in BHI bei 37 °C sowohl mit den einzelnen Phagen vB_Pae-TbilisiM32 und
vB_Pae-CS2310 als auch mit einem Cocktail aus beiden inkubiert. Die entsprechenden Zellzahlen wurden zu finf
verschiedenen Zeitpunkten (0 h, 1,5 h, 6 h, 24 h, 48 h) bestimmt. Dargestellt sind die einzelnen Werte und der
Median.

*m: Reduktion durch vB_Pae-TbilisiM32 statistisch signifikant mit p-Wert < 0,05; *c: Reduktion durch vB_Pae-
CS2310 statistisch signifikant mit p-Wert < 0,05; *p: Reduktion durch Phagencocktail statistisch signifikant mit p-
Wert < 0,05
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Abbildung 7: Zellzahlreduktion durch Bakteriophagen bei 12 °C

Acht P. aeruginosa-Stamme wurden in BHI bei 12 °C mit einem Cocktail aus den beiden Phagen vB_Pae-TbilisiM32
und vB_Pae-CS2310 inkubiert Die Zellzahlen wurden zu sechs verschiedenen Zeitpunkten (0 h, 1,5 h, 6 h, 24 h,
48 h, 72 h) bestimmt. Dargestellt sind die einzelnen Werte und der Median.

*: Reduktion durch den Phagencocktail statistisch signifikant mit p-Wert < 0,05
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4.2.2. Phagentiter

Zur Untersuchung der Wechselwirkung von Bakteriophagen und P. aeruginosa wurde zu allen
Zeitpunkten zusatzlich zur Zellzahl auch der Phagentiter bestimmt. Bei Inkubation bei 37 °C
stieg der Titer des Phagen vB_Pae-ThilisiM32 bei vier der insgesamt acht untersuchten
Stamme Uber den Zeitraum von 48 h an (Abbildung 8). Bei den Stdmmen P. aeruginosa
ILH 02678, ILH 02778 und ILH 02781 erhohte sich dieser um zwei Log-Stufen von 107 PFU/ ml
auf 10° PFU/ ml, wahrend bei dem Stammen ILH DSM 25641 eine Erhéhung um nur eine Log-
Stufe von 107 PFU/ ml auf 108 PFU/ ml erkennbar war. Bei den P. aeruginosa Stammen
ILH 02759, ILH 02680, ILH 02763 und ILH 02774 blieb der Phagentiter iber den gesamten
Zeitraum von 48 h unverandert bei etwa 107 PFU/ ml.

Wahrend der Titer des Phagen vB Pae-CS2310 bei den drei P. aeruginosa Stammen
ILH 02759, ILH 02680 und ILH 02763 Uber den Zeitraum von 48 h unverandert bei
107 PFU/ ml blieb, stieg er bei den Stammen DSM 25641, ILH 0267 und ILH 02781 um eine
halbe Log-Stufe von 2x107 PFU/ ml auf 7x10” PFU/ ml an. Bei Inkubation mit P. aeruginosa
ILH 02778 war in demselben Zeitraum ein Anstieg um eine Log-Stufe von 107 PFU/ ml auf
108 PFU/ ml zu erkennen, wohingegen bei Inkubation mit P. aeruginosa 02774 eine Reduktion
um eine Log-Stufe von 107 PFU/ ml auf 106 PFU/ ml zu beobachten war.

Bei Inkubation mit dem Phagencocktail blieb die Konzentration des Cocktails bei den funf
P. aeruginosa Stammen DSM 25641, ILH 02759, ILH 02678, ILH 02680 und ILH 02763 Uber
den Zeitraum von 48 h unverandert bei 10" PFU/ ml. Bei den Stammen ILH 02774 und
ILH 02778 stieg der Titer des Phagenkocktails hingegen um eine Log-Stufe von 107 PFU/ ml
auf 108 PFU/ ml und bei ILH 02871 war sogar ein Anstieg um zwei Log-Stufen auf 10° PFU/ ml
zu sehen.

Bei den Ansatzen, die bei 12 °C durchgeflihrt wurden, lag der Phagentiter bei allen acht
P. aeruginosa-Stammen (ber den gesamten Zeitraum von 72h bei 107 PFU/ ml
(Abbildung 9).

35



Ergebnisse

P. aeruginosa DSM 25641

P. aeruginosa ILH 02759

101 107
°
e - =
E L gmmmmmT . E
R T Tt ammge=="" N i < 1]
£ : i -cnianiinlintioiiell> U SR U1 £
5 TR X x - H
& ® £
= E ®
g g
<
1084 10°
T T T T v i ——————— 77— T T r r { —————————————
2 4 6 8 1012 18 24 30 36 42 48 0 2 6 8 012 18 24 30 36 42 48
Zeitinh Zeitinh
P. aeruginosa ILH 02678 P. aeruginosa ILH 02680
101+ 10"
= °
E E [
o 107 a 100 ° °
£ £ fo-g-------o : L L L S L L L Jooo-=css —
= = o X —
5 E O @ e s s et ¢
E £
o o
g g
£ £
10°+ 10°4 s
o
0 2 4 6 8 012 18 24 30 36 42 48 0 2 6 8 10 12 18 24 30 36 42 48
Zeit inh Zeitinh
P. aeruginosa ILH 02763 P. aeruginosa ILH 02774
101 107
N
°
x
£ E
z 2
o 107 o 1004
E £
g £
)5 g
@ o
b= =
o i
2 £
T T o
S
0 2 a 6 8 10 12 18 24 30 36 42 48 0 2 [ 8 10 12 18 24 30 36 42 48
Zeitinh Zeitinh
P. aeruginosa ILH 02778 P. aeruginosa ILH 02781
101 1010
E E
z 2
o107 [
£ E-]
g &
E E
o @
= =
1] =
£ £
1054 10°
0 2 4 6 8 10 12 18 24 30 36 42 48 0 2 6 8 10 12 18 24 30 36 42 48
Zeitinh Zeitinh
= @ yB_Pae-ThilisiM32 >+« vB_Pae-C52310 = Cocktail

Abbildung 8: Phagentiter bei 37 °C

Acht P. aeruginosa-Stamme wurden in BHI bei 37 °C sowohl mit den einzelnen Phagen vB_Pae-TbilisiM32 und
vB_Pae-CS2310 als auch mit einem Cocktail aus beiden inkubiert. Zu finf verschiedenen Zeitpunkten (0 h, 1,5 h,
6 h, 24 h, 48 h) wurden die entsprechenden Phagentiter bestimmt. Dargestellt sind die einzelnen Werte und der
Median.
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Abbildung 9: Phagentiter bei 12 °C

Acht P. aeruginosa-Stamme wurden in BHI bei 12 °C mit einem Cocktail aus den beiden Phagen vB_Pae-TbilisiM32
und vB_Pae-CS2310 inkubiert Die Zellzahlen wurden zu sechs verschiedenen Zeitpunkten (0 h, 1,5 h, 6 h, 24 h,
48 h, 72 h) bestimmt. Dargestellt sind die einzelnen Werte und der Median.
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4.2.3. Resistente Klone nach Inkubation

Um eine bakterielle Resistenzentwicklung nachvollziehen zu kdnnen, wurden nach 48 h
Inkubation bei 37 °C aus allen Ansatzen mit den einzeln applizierten Phagen fir alle acht
Stamme je 10 Klone (n=30) gewonnen und erneut in Spot Assays auf ihre Empfindlichkeit
gegenlber den einzelnen Phagen sowie dem Cocktail Gberprift (Tabelle 8 und Tabelle 9).
Alle gewonnenen Klone der beiden P. aeruginosa-Stamme DSM 25641 (30 Klone) und
ILH 02781 (40 Klone) waren auch nach Inkubation mit vB_Pae-TbilisiM32 und vB_Pae-
CS2310 noch durch den Cocktail sowie beide einzelnen Phagen lysierbar.

Von dem P. aeruginosa-Stamm ILH 02678 waren nach Inkubation mit vB_Pae-TbilisiM32
ebenfalls alle 40 Klone sensibel gegenuber dem Cocktail sowie den einzelnen Phagen. Nach
Inkubation mit vB_Pae-CS2310 konnten nur 20 Klone gewonnen werden, die alle sensibel
gegenuber dem Phagencocktail waren. 16 dieser Klone (80 %) waren ebenfalls sensibel
gegen beide Phagen, vier Klone entwickelten jedoch eine Resistenz gegen vB_Pae-CS2310.
Alle 30 Klone des P. aeruginosa-Stamm ILH 02680 entwickelte nach Inkubation mit vB_Pae-
ThilisiM32 Resistenzen gegen den Cocktail und beide einzeln applizierten Phagen. Nach
Inkubation mit dem Phagen vB_Pae-CS2310 konnten alle 30 Klone durch den Cocktail lysiert
werden, davon waren 9 (30 %) auch sensibel gegen die einzeln applizierten Phagen, 11 Klone
(37 %) entwickelten jedoch eine Resistenz gegen vB_Pae-CS2310 und 10 Klone (33%)
gegenlber vB_Pae-TbilisiM32.

Von den 30 Klonen des P. aeruginosa-Stamms ILH 02763 entwickelte einer (3 %) bei
Inkubation mit vB_Pae-TbilisiM32 eine Resistenz gegen den Cocktail und beide einzeln
applizierten Phagen. Die restlichen Klone waren alle sensibel gegentuber dem Cocktail und
27 davon (90 %) auch gegenuber beiden einzeln applizierten Phagen. 2 Klone (7 %)
entwickelten hingegen eine Resistenz gegenlber vB_Pae-ThilisiM32. Bei Inkubation mit
vB_Pae-CS2310 entwickelten zwei Klone (7 %) eine Resistenz gegen den Cocktail und
vB_Pae-CS2310. Die restlichen 28 Klone waren sensibel gegenliber dem Cocktail, davon
12 (40 %) auch gegenuber den einzeln applizierten Phagen und 16 Klone (53 %) entwickelten
eine Resistenz gegen vB_Pae-CS2310.

Alle 30 Klone des P. aeruginosa-Stamms ILH 02774 waren nach Inkubation mit vB_Pae-
ThilisiM32 weiterhin sensibel gegenuber dem Phagencocktail, davon 23 (77 %) auch
gegenuber beiden einzeln applizierten Phagen. 6 Klone (20 %) entwickelten hingegen eine
Resistenz gegen vB_Pae-TbilisiM32 und einer gegen vB_Pae-CS2310. Auch bei Inkubation
mit vB_Pae-CS2310 waren alle 30 Klone sensibel gegentiber dem Cocktail, wovon 24 Klone
(80 %) keine Resistenzen und 6 Klone eine Resistenz nur gegen vB_Pae-CS2310
entwickelten.

Bei Inkubation mit vB_Pae-TbilisiM32 entwickelte ein Klon (3 %) des P. aeruginosa-Stamms

ILH 02778 eine Resistenz gegenuber dem Cocktail und auch beiden einzeln applizierten
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Phagen. Die restlichen 29 Klone waren zwar resistent gegen den Phagen vB_Pae-TbilisiM32,
wurden aber weiterhin durch den Cocktail lysiert. Bei Inkubation mit dem Phagen vB_Pae-
CS2310 wurden alle 30 Klone durch den Phagencocktail lysiert, davon 20 (67 %) auch durch
die einzeln applizierten Phagen und 10 Klone entwickelten eine Resistenz nur gegen vB_Pae-
TbilisiM32.

Alle 30 Klone des P. aeruginosa-Stamms ILH 02759 waren nach Inkubation mit beiden

Phagen weiterhin gegen diese und den Cocktail resistent.

Tabelle 8: Spot Assays zur Feststellung einer Resistenzentwicklung nach Inkubation mit vB_Pae-
ThilisiM32

Stamm (n) sensibel gegeniiber Cocktail resistent gegentiber Cocktail
+/+ +/- -/+ -/- +/+ +/- -[+ -/-
ILH 02678 (40) 40 0 0 0 0 0 0 0
ILH 02680 (30) 0 0 0 0 0 0 0 30
ILH 02763 (30) 27 0 2 0 0 0 0 1
ILH 02774 (30) 23 1 6 0 0 0 0 0
ILH 02778 (30) 0 0 29 0 0 0 0 1
ILH 02781 (40) 40 0 0 0 0 0 0 0
DSM 25641 (30) 30 0 0 0 0 0 0 0

+/+ Lyse durch beide Phagen; +/- Lyse durch vB_Pae-TbilisiM32; -/+ Lyse durch vB_Pae-CS2310; -/- Lyse durch keinen der
beiden Phagen

Tabelle 9: Spot Assays zur Feststellung einer Resistenzentwicklung nach Inkubation mit vB_Pae-
CS2310

Stamm (n) sensibel gegenuiber Cocktail resistent gegeniiber Cocktail

+/+ +/- -[+ -/- +/+ +/- -/+ -/-
ILH 02678 (20) 16 4 0 0 0 0 0 0
ILH 02680 (30) 9 11 10 0 0 0 0 0
ILH 02763 (30) 12 16 0 0 0 2 0 0
ILH 02774 (30) 24 6 0 0 0 0 0 0
ILH 02778 (30) 20 0 10 0 0 0 0 0
ILH 02781 (40) 40 0 0 0 0 0 0 0
DSM 25641 (30) 30 0 0 0 0 0 0 0

+/+ Lyse durch beide Phagen; +/- Lyse durch vB_Pae-TbilisiM32; -/+ Lyse durch vB_Pae-CS2310; -/- Lyse durch keinen der
beiden Phagen
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4.3. Pravention eines Biofilms
4.3.1. Biofilm Assay

Fir einen Uberblick sollten zunachst sechs gegeniiber den beiden Phagen vB_Pae-TbilisiM32
und vB Pae-CS2310 sensible P. aeruginosa-Stamme sowie eine Positiv- und
Negativkontrolle darauf getestet werden, ob bei Zugabe eines Cocktails beider Phagen einer
Biofilbildung vorgebeugt werden kann. Bei Inkubation mit BHI-Medium bei 37 °C bildeten alle
der acht getesteten P. aeruginosa-Stamme eindeutige starke Biofiime mit OD-Werten
zwischen 1,2 und 8,7 aus (Abbildung 10).

Neben dem als Positivkontrolle eingesetzten sensiblen P. aeruginosa-Stamm DSM 25641
konnte die Biofilmbildung von vier der sechs getesteten Stamme (66,6 %) durch Inkubation mit
dem Phagencocktail stark eingeschrankt werden. Die OD bei diesen Stammen lag bei null
oder leicht dartiber, im Fall von P. aeruginosa DSM 25641 sowie P. aeruginosa ILH 02678
entsprach das einer Reduktion um 99 %, bei P. aeruginosa ILH 02774 um 98 % und bei
P. aeruginosa ILH 02781 um 97 %.

Bei der Negativkontrolle P. aeruginosa ILH 02759 und bei den zwei weiteren Stammen
P. aeruginosa ILH 02763 und ILH 02778 waren die Biofiimmassen nach Inkubation mit dem
Phagencocktail vergleichbar mit denen ohne, mit statistisch nicht signifikanten Abweichungen
von lediglich 5-10 %.

Das Biofilm Assay musste fir den Stamm P. aeruginosa ILH 02680 aufgrund inkonsistenter
Ergebnisse viermal durchgefiihrt werden, in zwei der Wiederholungen war eine um 98 %
reduzierte Biofilmbildung durch den Phagencocktail zu beobachten, wohingegen in den
anderen zwei Durchlaufen eine leichte Steigerung um 37 % feststellbar war. Betrachtet man
den Median der Biofilmmasse aus allen vier Experimenten, folgt eine Reduktion um 29 %

durch Inkubation mit dem Phagencocktail.

Bei Inkubation mit BHI-Medium bei 12 °C bildeten alle acht P. aeruginosa-Stamme erkennbare
Biofilme aus, die jedoch deutlich unter der Biofilmmasse bei 37 °C lagen (Abbildung 11). Es
konnte dennoch bei allen Stdmmen eine Reduktion der Biofilmmasse nachgewiesen werden,
lediglich die der Negativkontrolle P. aeruginosa ILH 02759 war bei Inkubation mit dem
Phagencocktail um 38 % erhdht (statistisch nicht signifikant). Neben der Positivkontrolle
P. aeruginosa DSM 25641 mit einer Reduktion der Biofilmmasse um 98 % waren auch die
Reduktionen der Biofiimmassen der P. aeruginosa-Stamme ILH 02678, ILH 02774, ILH 02763
und ILH 02781 stark ausgepragt (85 %, 93 %, 95 % und 99 %). Der P. aeruginosa-Stamm
ILH 02778 zeigte eine etwas geringere Reduktion der Biofimmasse um 68 %, ebenfalls war
der P. aeruginosa-Stamm ILH 02680 um 42 % reduziert, was jedoch statistisch nicht

signifikant war.
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Abbildung 10: Préavention eines Biofilms bei 37 °C

Acht P. aeruginosa-Stamme wurden mit einem Phagencocktail aus den beiden Phagen vB_Pae-TbilisiM32 und
vB_Pae-CS2310 bei 37 °C inkubiert. Dargestellt sind die einzelnen Werte der ermittelten Biofiimmassen (OD) sowie
der daraus errechnete Median.

*: Reduktion durch den Phagencocktail statistisch signifikant mit p-Wert < 0,05
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Abbildung 11: Pravention eines Biofilms bei 12 °C

Acht P. aeruginosa-Stamme wurden mit einem Phagencocktail aus den beiden Phagen vB_Pae-TbilisiM32 und
vB_Pae-CS2310 bei 12 °C inkubiert. Dargestellt sind die einzelnen Werte der ermittelten Biofiimmassen (OD) sowie
der daraus errechnete Median.

*: Reduktion durch den Phagencocktail statistisch signifikant mit p-Wert < 0,05
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4.3.2. Resistente Klone nach Inkubation

Um eine mogliche Resistenzentwicklung nach Inkubation mit dem Phagencocktail zu
identifizieren, wurden aus zwei Wells pro Stamm und Ansatz bei 37 °C jeweils 10 Klone
gewonnen (n=60) und erneut in einem Spot Assay auf ihre Empfindlichkeit gegen die
Bakteriophagen vB_Pae-ThilisiM32 und vB_Pae-CS2310 sowie den Cocktail aus beiden
Phagen getestet (Tabelle 10). Zwei der Stamme, P. aeruginosa DSM 25641 und P. aeruginosa
ILH 02678, waren nach Inkubation mit dem Phagencocktail nicht mehr anzichtbar, weshalb
keine Spot Assays durchgefiihrt werden konnten.

Der Stamm P. aeruginosa ILH 02774 zeigte nur in drei der sechs ausgestrichenen Well-
Uberstanden Wachstum mit teilweise sehr wenigen Kolonien. Deshalb wurde der Versuch fiir
diesen Stamm ein viertes Mal durchgefiihrt. Insgesamt konnten 50 Klone untersucht werden
und 42 % davon erwiesen sich als resistent gegenuber dem Phagencocktail. Drei davon waren
nur durch den Phagen vB_Pae-CS2310 lysiert worden und 18 durch beide einzelnen Phagen.
18 % aller Klone waren sowohl gegentiber dem Cocktail als auch gegenlber beiden einzelnen
Phagen sensibel. Weitere 38 % waren gegen den Cocktail und den Phagen vB_Pae-CS2310
empfanglich, jedoch resistent gegen vB_Pae-TbilisiM32. Ein Klon war nur gegen den Phagen
vB_Pae-TbilisiM32 sensibel, wurde aber durch den Cocktail trotzdem lysiert.

Auch der Stamm P. aeruginosa ILH 02680 wurde ein viertes Mal getestet, da in den vorherigen
Ansatzen in nur vier der sechs Ausstriche Einzelkolonien gewonnen werden konnten. Von den
anschlielend 60 durchgefiihrten Spot Assays wurden 83 % der Klone nicht durch den
Phagencocktail lysiert. Davon waren 46 Klone (76 %) auch resistent gegen beide einzeln
applizierten Phagen. Vier weitere Klone (7 %) waren jedoch weiterhin gegeniber dem Phagen
vB_Pae-TbilisiM32 empfanglich. Die 10 durch den Cocktail lysierten Klone erwiesen sich alle
als ebenfalls sensibel gegentber den beiden einzelnen Phagen.

Fir den Stamm P. aeruginosa ILH 02763 konnte lediglich bei 12 % der getesteten 60 Klone
eine Resistenz gegeniber dem Phagencocktail festgestellt werden. Sechs dieser Klone waren
nur resistent gegeniber dem Phagen vB Pae-CS2310 und ein Klon entwickelte eine
Resistenz gegen beide einzelnen Phagen. 87 % aller Klone entwickelten bei bestehender
Sensibilitat gegentiber dem Cocktail eine Resistenz gegen vB_Pae-CS2310. Ein weiterer
durch den Cocktail lysierter Klon erwies sich als empfindlich gegen die beiden einzelnen
Phagen.

Von dem Stamm P. aeruginosa ILH 02778 konnten nur 55 Klone im Spot Assay untersucht
werden. 15 % dieser getesteten Klone erwiesen sich als resistent gegen den Phagencocktail.
Wahrend vier dieser Klone zudem resistent gegen beide einzelnen Phagen waren, zeigten die
anderen vier eine Resistenz nur gegenlber dem Phagen vB_Pae-CS2310. Weitere 80 % der

Klone waren zwar gegenliber dem Phagen vB_Pae-CS2310 resistent, wurden jedoch durch
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den Phagencocktail lysiert. Drei weitere gegeniiber dem Cocktail sensible Klone waren auch
durch die beiden einzelnen Phagen lysierbar.

Der Stamm P. aeruginosa ILH 02781 war in 74 % der 57 gewonnenen Klone resistent
gegenuber dem Phagencocktail. 41 dieser Klone waren gegen beide einzelnen Phagen
resistent, ein Klon jedoch nur gegen vB_Pae-ThilisiM32. Von den 26 % gegeniber dem
Cocktail empfindlichen Klonen waren zehn ebenfalls nur gegeniber vB_Pae-TbilisiM32
resistent, sowie zwei nur gegenitiber vB_Pae-CS2310. Drei weitere Klone wurden sowohl
durch den Cocktail als auch die beiden einzelnen Phagen lysiert.

Alle Klone des Stamms P. aeruginosa ILH 02759 wurden weder durch den Cocktail noch durch

einen der einzeln eingesetzten Phagen lysiert.

Tabelle 10: Spot Assays zur Feststellung einer Resistenzentwicklung nach Inkubation zur
Biofilmprévention

Stamm (n) sensibel gegentiber Cocktail resistent gegenuber Cocktail
+/+ +/- -/+ -/- +/+ +/- -[+ -/-
ILH 02763 (60) 1 52 0 0 0 6 0 1
ILH 02781 (57) 3 2 10 0 0 0 1 41
ILH 02680 (60) 10 0 0 0 0 4 0 46
ILH 02774 (50) 9 1 19 0 0 3 0 18
ILH 02778 (55) 3 44 0 0 0 4 0 4

+/+ Lyse durch beide Phagen; +/- Lyse durch vB_Pae-TbilisiM32; -/+ Lyse durch vB_Pae-CS2310; -/- Lyse durch keinen der
beiden Phagen

4.4. Bekampfung eines Biofilms
4.4.1. Biofilm Assay

Zur Bekampfung eines bei 37 °C Uber 20 h entwickelten Biofilms wurde dieser mit einem
Phagencocktail aus den Bakteriophagen vB_Pae-ThilisiM32 und vB_Pae-CS2310 behandelt
und erneut 6 h bzw. 24 h bebritet (Abbildung 12 und Abbildung 13). Nach der zusatzlichen
sechsstiindigen Inkubation in BHI wiesen alle acht getesteten Stamme weiterhin starke
Biofilme auf. Auch nach zusatzlicher Inkubation von 24 h verfligten alle acht in BHI inkubierten
Stamme Uber eine deutliche Biofiimmasse, die jedoch etwas schwacher ausfiel als nach den
zusatzlichen 6 h.

Bei Inkubation mit dem Phagencocktail Uber 6 h konnte der Biofilm bei sechs von acht
Stdmmen (75 %) reduziert werden. Neben der Positivkontrolle P. aeruginosa DSM 25641 mit
einer Reduktion um 57 % wurde auch die Biofilmmasse der Stdmme P. aeruginosa ILH 02678
um 74 %, ILH 02680 um 98 %, ILH 02763 um 95 %, ILH 02774 um 89 % und ILH 02781 um
94 % deutlich reduziert.
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Bei zwei Stammen (25 %) konnte nach Inkubation mit dem Phagencocktail Gber 6 h nur eine
statistisch nicht signifikante Reduktion der Biofilmmasse erreicht werden. Neben der
Negativkontrolle P. aeruginosa ILH 02759, deren OD um 17 % reduziert wurde, war auch die
Biofilmmasse des Stammes P. aeruginosa ILH 02778 um lediglich 5 % reduziert.

Bei Inkubation mit dem Phagencocktail Uber 24 h war einzig die Biofiimmasse des
Referenzstamms P. aeruginosa DSM 25641 bei Inkubation mit dem Phagencocktail um 79 %
reduziert.

Bei zwei der acht Stdamme (25 %) waren nur geringe Unterschiede in der Biofiimmasse bei
Inkubation mit und ohne Phagencocktail messbar. Neben der Negativkontrolle P. aeruginosa
ILH 02759 mit einer Reduktion von 19 % war auch der Stamm P. aeruginosa ILH 02778 mit
einer Steigerung der Biofiimmasse um 13 % statistisch nicht signifikant durch den
Phagencocktail beeinflusst.

Bei funf Stammen (62,5 %) war die Biofiimmasse bei Inkubation mit dem Phagencocktail tber
24 h hoher als in der korrespondierenden BHI-Kontrolle. Bei dem Stamm P. aeruginosa
ILH 02678 erfolgte eine Steigerung um 32 %, bei P. aeruginosa ILH 02680 um 103 %, bei
P. aeruginosa ILH 02763 um 251 %, und bei P. aeruginosa ILH 02774 um 91 %, sowie auch
P. aeruginosa ILH 02781 um jedoch statistisch nicht signifikante 20 %.

Zur Bekdmpfung des bei 12 °C Uber 68 h entwickelten Biofilmens wurde dieser ebenfalls mit
einem Phagencocktail aus den Bakteriophagen vB_Pae-TbilisiM32 und vB_Pae-CS2310
behandelt und erneut 24 h bzw. 72 h inkubiert (Abbildung 14 und Abbildung 15). Nach 24-
stiindiger Inkubation mit BHI konnten bei allen acht getesteten Stammen weiterhin erkennbare
Biofilme ermittelt werden. Nach 72 h wurde eine im Vergleich zu 24 h weiter zugenommene
Biofiimmasse gemessen.

Bei Inkubation mit dem Phagencocktail Uber 24 h waren nur bei drei der acht P. aeruginosa-
Stamme statistisch signifikante Reduktionen der Biofimmasse ermittelbar. Wahrend bei
P. aeruginosa ILH 02763 eine Reduktion um nur 10 % erkennbar war, fiel sie bei den
P. aeruginosa-Stammen ILH 02778 und DSM 25641 mit 21 % und 22 % deutlicher aus. Die
Reduktionen der P. aeruginosa-Stamme ILH 02680 und ILH 02759 um 3 % bzw. 10 % waren
statistisch nicht signifikant. Die Stamme P. aeruginosa ILH 02774 und ILH 02781 wiesen mit
einer Steigerung der Biofilmmasse um 3 % bzw. 4 % nur statistisch nicht signifikante
Unterschiede im Vergleich zur Inkubation mit BHI auf, wohingegen der Stamm P. aeruginosa
ILH 02678 eine um 132 % gesteigerte Biofiimmasse bei Inkubation mit dem Phagencocktail
aufwies.

Bei Inkubation mit dem Phagencocktail Gber 72 h waren alle acht Stamme in der Biofiimmasse
reduziert. Besonders deutliche Reduktionen erfolgten bei P. aeruginosa ILH 02678 und der
Positivkontrolle P. aeruginosa DSM 25641 (81 % und 63 %). Auch P. aeruginosa ILH 02781,

44



Ergebnisse

ILH 02680 und ILH 02778 wiesen mit 36 %, 33 % bzw. 27 % deutliche Reduktionen auf. Etwas
weniger stark und statistisch nicht signifikant reduziert waren die Negativkontrolle

P. aeruginosa ILH 02759 mit einer Reduktion um 18 %, sowie die Stdmme P. aeruginosa

ILH 02763 und ILH 02774 (7 % und 4 %).
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Abbildung 12: Eliminierung eines etablierten Biofilms nach 6 h bei 37 °C

Acht etablierte P. aeruginosa-Biofilme wurden bei 37 °C mit einem Phagencocktail aus den beiden Phagen vB_Pae-
ThilisiM32 und vB_Pae-CS2310 inkubiert und nach 6 h die Biofiimmasse bestimmt. Dargestellt sind die einzelnen
Werte der OD sowie der Median.

*: Reduktion durch den Phagencocktail statistisch signifikant mit p-Wert < 0,05
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Abbildung 13: Eliminierung eines etablierten Biofilms nach 24 h bei 37 °C

Acht etablierte P. aeruginosa-Biofilme wurden bei 37 °C mit einem Phagencocktail aus den beiden Phagen vB_Pae-
ThilisiM32 und vB_Pae-CS2310 inkubiert und nach 24 h die Biofiimmasse bestimmt. Dargestellt sind die einzelnen
Werte der OD sowie der Median.

*: Reduktion durch den Phagencocktail statistisch signifikant mit p-Wert < 0,05
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Abbildung 14: Eliminierung eines etablierten Biofilms nach 24 h bei 12 °C

Acht etablierte P.aeruginosa-Biofilme wurden bei 12 °C mit einem Phagencocktail aus den beiden Phagen vB_Pae-
ThilisiM32 und vB_Pae-CS2310 inkubiert und nach 24 h die Biofiimmasse bestimmt. Dargestellt sind die einzelnen
Werte der OD sowie der Median.

*: Reduktion durch den Phagencocktail statistisch signifikant mit p-Wert < 0,05
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Abbildung 15: Eliminierung eines etablierten Biofilms nach 72 h bei 12 °C

Acht etablierte P.aeruginosa-Biofilme wurden bei 12 °C mit einem Phagencocktail aus den beiden Phagen vB_Pae-
ThilisiM32 und vB_Pae-CS2310 inkubiert und nach 72 h die Biofimmasse bestimmt. Dargestellt sind die einzelnen
Werte der OD sowie der Median.

*: Reduktion durch den Phagencocktail statistisch signifikant mit p-Wert < 0,05
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4.4.2. Resistente Klone nach Inkubation

Um die Resistenzentwicklung nach Inkubation mit dem Phagencocktail bei 37 °C
nachverfolgen zu kdnnen, wurden aus jeweils zwei Wells pro Stamm und Ansatz 10 Klone
gewonnen (n=60) und anschlieBend mithilfe eines Spot Assays erneut auf ihre Sensibilitat
gegen die Bakteriophagen vB_Pae-ThilisiM32 und vB_Pae-CS2310 sowie den Cocktail aus
beiden Phagen getestet (Tabelle 11 und Tabelle 12). Bei Inkubation Gber 6 h wuchs der
Referenzstamm P. aeruginosa DSM 25641 in keinem der Ausstriche an, sodass keine Spot
Assays durchgefiihrt werden konnten.

Von dem Stamm P. aeruginosa ILH 02678 konnten nur 14 Klone isoliert und untersucht
werden, 93 % davon waren weiterhin durch beide Phagen und den Cocktail lysierbar, ein Klon
entwickelte eine Resistenz gegen beide Phagen und den Cocktail.

Von den 60 Klonen des Stamms P. aeruginosa ILH 02680 waren 78% sowohl resistent
gegeniiber dem Cocktail als auch beiden Phagen. Die restlichen Klone erwiesen sich als
weiterhin empfindlich gegenliiber dem Cocktail und beiden einzeln applizierten Phagen.

Nur 18 % der 50 gewonnen Klone des Stamms P. aeruginosa ILH 02763 entwickelten eine
Resistenz gegenlber dem Phagencocktail, davon waren vier Klone resistent gegen beide
Phagen und funf Klone nur gegen den Phagen vB_Pae-CS2310. 50 % der Klone wurden
sowohl durch den Cocktail als auch durch die beiden einzelnen Phagen lysiert, die restlichen
16 durch den Cocktail lysierten Klone entwickelten jedoch eine Resistenz gegen den Phagen
vB Pae-CS2310.

Von den 59 getesteten Klonen des Stamms P. aeruginosa ILH 02774 waren lediglich 3%
resistent sowohl gegen den Cocktail als auch gegen die beiden einzelnen Phagen. 51 % der
Klone erwiesen sich als empfanglich gegeniiber dem Cocktail und den beiden einzelnen
Phagen. 46 % aller Klone konnten zwar weiterhin durch den Cocktail lysiert werden,
entwickelten aber eine Resistenz gegenuber dem Phagen vB_Pae-ThislisiM32.

Alle 59 Klone des Stamms P. aeruginosa ILH 02778 waren durch den Cocktail weiterhin
lysierbar, 36 % davon auch durch beide einzelnen Phagen. 64 % der Klone entwickelten
hingegen eine Resistenz gegen den Phagen vB_Pae-TbilisiM32.

Von P. aeruginosa ILH 02781 konnten nur 42 Klone isoliert werden, 24% davon erwiesen sich
als resistent sowohl gegen den Cocktail als auch gegen beide einzelnen Phagen. Von den
durch den Cocktail lysierten Klonen waren jeweils zwei nur durch einen der beiden Phagen
lysierbar und 67 % der Klone waren sowohl gegen den Cocktail als auch beide Phagen
sensibel.

Der als Negativkontrolle mitgefuhrte Stamm P. aeruginosa ILH 02759 war in allen Spot Assays

weder durch die einzeln applizierten Phagen noch durch den Cocktail lysierbar.
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Tabelle 11: Spot Assays zur Feststellung einer Resistenzentwicklung nach 6 h Inkubation zur
Eliminierung eines Biofilms

Stamm (n) sensibel gegeniiber Cocktail resistent gegenuber Cocktail

+/+ +/- -[+ -/- +/+ +/- -[+ -/-
ILH 02678 (14) 13 0 0 0 0 0 0 1
ILH 02680 (60) 13 0 0 0 0 0 0 47
ILH 02763 (50) 25 16 0 0 0 5 0 4
ILH 02774 (59) 30 0 27 0 0 0 0 2
ILH 02778 (59) 21 0 38 0 0 0 0 0
ILH 02781 (42) 28 2 2 0 0 0 0 10

+/+ Lyse durch beide Phagen; +/- Lyse durch vB_Pae-TbilisiM32; -/+ Lyse durch vB_Pae-CS2310; -/- Lyse durch keinen der
beiden Phagen

Bei den Ausstrichen des Referenzstamms P. aeruginosa DSM 25641 konnten nach Inkubation
Uber 24 h insgesamt nur 12 Klone gewonnen werden. Diese waren alle weiterhin durch den
Cocktail lysierbar, allerdings wurden nur drei Klone nach der Inkubation mit dem
Phagencocktail noch durch beide Phagen lysiert. 75 % der 12 Klone waren bei Resistenz
gegen den Phagen vB_Pae-TbilisiM32 nur noch durch den Phagen vB_CS-2310 lysierbar.
Von dem Stamm P. aeruginosa ILH 02678 konnten 34 Klone gewonnen werden, wovon 94 %
resistent gegen den Cocktail und beide einzelnen Phagen waren. Die zwei weiteren Klone
wurden durch den Cocktail lysiert, davon einer durch beide einzelnen Phagen und einer nur
durch den Phagen vB_Pae-Thbilisi32.

Alle 59 getesteten Klone des Stammes P. aeruginosa ILH 02680 waren resistent gegen beide
einzelnen Phagen und entsprechend auch gegen den Phagencocktail.

Alle 56 Klone des Stamms P. aeruginosa ILH 02763 waren durch den Phagencocktail
lysierbar. Davon waren 73 % nur durch den Phagen vB_Pae-TbilisiM32 und 25 % weiterhin
durch beide Phagen lysierbar. Einer der Klone war nur gegenliber dem Phagen vB_Pae-
ThilisiM32 resistent.

Von dem Stamm P. aeruginosa ILH 02774 waren 60 % der 58 untersuchten Klone resistent
gegen den Cocktail, wobei davon 33 eine Resistenz gegeniiber beiden Phagen und zwei Klone
eine Resistenz nur gegenuber dem Phagen vB_Pae-CS2310 aufwiesen. 24 % der Klone
waren durch den Phagencocktail sowie nur durch den Phagen vB_Pae-CS2310 lysierbar. Zwei
der durch den Cocktail lysierbaren Klone entwickelten hingegen eine Resistenz nur gegeniiber
dem Phagen vB_Pae-CS2310. Die restlichen 12 % der Klone waren sowohl gegeniber dem
Cocktail als auch beiden einzelnen Phagen sensibel.

Bei den 57 isolierten Klonen des Stamms P. aeruginosa ILH 02778 waren lediglich 9%
resistent gegeniber dem Phagencocktail. Diese Klone waren darlber hinaus nur durch den

Phagen vB_Pae-CS2310 lysierbar. Weitere elf Klone waren ebenfalls nur durch den einzeln
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applizierten Phagen vB_Pae-CS2310 lysierbar, erweisen sich aber als sensibel gegeniber
dem Phagencocktail. Weitere 71 % der Klone blieben auch nach der Inkubation mit dem
Phagencocktail sensibel gegentber dem Cocktail und den beiden einzelnen Phagen.

Von den 60 Klonen des Stamms P. aeruginosa ILH 02781 waren 93 % resistent gegentber
dem Phagencocktail und zugleich auch gegenlber beiden einzelnen Phagen. Die anderen vier
Klone konnten durch beide Phagen und den Cocktail lysiert werden.

Alle Klone des Stammes P. aeruginosa ILH 02759 waren sowohl gegen den Phagencocktail

als auch gegen die einzeln eingesetzten Phagen resistent.

Tabelle 12: Spot Assays zur Feststellung einer Resistenzentwicklung nach 24 h Inkubation zur
Eliminierung eines Biofilms

Stamm (n) sensibel gegeniiber Cocktail resistent gegeniiber Cocktail

+/+ +/- -/+ -/- +/+ +/- -/+ -/-
ILH 02678 (34) 1 1 0 0 0 0 0 32
ILH 02680 (59) 0 0 0 0 0 0 0 59
ILH 02763 (56) 14 41 1 0 0 0 0 0
ILH 02774 (58) 7 2 14 0 0 2 0 33
ILH 02778 (57) 41 0 11 0 0 0 5 0
ILH 02781 (60) 4 0 0 0 0 0 0 56
DSM 25641 (12) 3 0 9 0 0 0 0 0

+/+ Lyse durch beide Phagen; +/- Lyse durch vB_Pae-TbilisiM32; -/+ Lyse durch vB_Pae-CS2310; -/- Lyse durch keinen der
beiden Phagen

4.5. Genomsequenzierung und Bioinformatische Auswertung

Von den 44 Genen, die anhand von in Literaturrecherchen beschriebener oder vermuteter
Beteiligung an einer Phagenresistenz ausgewahlt worden waren, konnten 13 bei keinem der
acht P. aeruginosa-Stamme gefunden werden.

Der Wildstamm P. aeruginosa ILH 02678 besitzt 26 der untersuchten 31 Gene. Bei dem
einzigen Klon, der eine Resistenz gegen vB_Pae-CS2310 entwickelte, war jedoch keine
Genveranderung oder -deletion bei einem dieser Gene feststellbar. Lediglich ein anderer Klon
wies eine fehlende Anfangssequenz bis einschlie3lich der Nukleinbase 308 (5'3'-Richtung) des
Gens algC auf, was jedoch keine Auswirkung auf die Sensibilitdt gegenlber den beiden
Phagen hatte.

Von den 31 untersuchten Genen wurden bei dem Wildstamm P. aeruginosa ILH 02680 30
gefunden. Obwohl mehrere Phanotypen Resistenzen aufwiesen, konnte jedoch bei keinem
dieser 30 Genen eine Mutation nachgewiesen werden.

Der Wildstamm P. aeruginosa ILH 02763 codiert fir 26 der 31 untersuchten Gene. Eine

Mutation konnte jedoch nur in dem galU-Gen eines gegen vB_Pae-CS2310 resistenten Klons
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gefunden werden, bei dem abgelesen in 5'3'-Richtung auf Position 38 die Nukleinbase G
gegen T ausgetauscht war. Dies fuhrte zu einer Veranderung in der Aminosauresequenz. Alle
anderen resistenten und sensiblen analysierten Klone wiesen jedoch keine Mutationen in
diesen 26 Genen auf.

Bei dem Wildstamm P. aeruginosa ILH 02774 konnten 26 der 31 Gene nachgewiesen werden.
Einige der Klone zeigten auf BHI-Platte eine rote Koloniefarbung, diesen fehlte unabhangig
von ihren Resistenzen gegenuber den Bakteriophagen die Gene galU und hmgA. Ein
vollstéandig sensibler Klon mit unauffalliger gelblich-griner Koloniefarbung wies eine Mutation
auf dem Gen galU in Form eines Nukleinbasenaustauschs von A zu C auf Position 110 in 5'3'-
Richtung gelesen auf, was zu einer veranderten Aminsosauresequenz flihrte. Zudem wies ein
gegenlber vB_Pae-TbilisiM32 resistenter Klon eine Punktmutation auf dem Gen pilR auf,
dieser Austausch der Nukleinbase C zu T auf Position 754 (5'3'-Richtung) resultierte in einer
fehlenden Aminosauresequenz. Ein gegeniber allen Phagen sensibler Klon verfiigte nicht
mehr Uber die Gene pilJ und pilT.

Der Wildstamm P. aeruginosa ILH 02778 codiert fiir 30 der 31 untersuchten Gene, von denen
in allen untersuchten Klonen, unabhangig vom Resistenzmuster, alle 30 Gene weiterhin
vorhanden waren und keines eine Mutation aufwies.

Von den 31 untersuchten Genen konnten bei dem Wildstamm P. aeruginosa ILH 02781
27 nachgewiesen werden. Alle Klone waren sensibel gegentber den Phagen. Einer der
untersuchten Klone wies eine Veranderung des Gens galU in Form eines Austauschs der
Nukleinbase G zu A auf Position 322 (5'3'-Richtung) auf. Dies fulhrte zu einer veranderten
Aminosauresequenz. Ebendieses Gen galU fehlte einem weiteren Klon, bei diesem Klon fehlte
zudem die Anfangssequenz bis einschliel3lich Position 312 des Gens algC (beide 5'3'-
Richtung). Zusatzlich fehlte bei diesem Klon die Schlusssequenz ab Position 1226 (35'-
Richtung) des Gens hmgA, welches aullerdem auf Position 1215 einen
Nukleinbasenaustausch von C zu T aufwies, was jedoch keinen Einfluss auf die
Aminosaurensequenz hatte. Dieser stark mutierte Klon zeigte rotes Wachstum. Bei einem
dritten Klon des P. aeruginosa-Stamms ILH 02781 war das Gen pilT verandert, auf dessen
Position 707 in 5'3'-Richtung abgelesen war die Nukleinbase C gegen T ausgetauscht,
wodurch auch die Aminosauresequenz verandert war.

Bei dem Referenzstamm P. aeruginosa DSM 25641 konnten 27 der untersuchten Gene
identifiziert werden, die bei keinem der Klone eine Mutation aufwiesen.

Der Stamm P. aeruginosa ILH 02759 codiert fir 23 der untersuchten 31 Gene, die Klone
wurden jedoch aufgrund der Resistenz des Wildstammes gegentliber beiden Phagen nicht

untersucht.
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Da die untersuchten Gene keine der Resistenzen gegen vB_Pae-CS2310 oder vB_Pae-
ThilisiM32 bedingen, wurden komplette Genomabgleiche der Wildstdmme gegen ihre
jeweiligen Klone durchgefiihrt. Dabei wurden ebenfalls keine Gen-Deletionen identifiziert, die
aufgrund ihres Verlusts eine Resistenz gegenlber einem der beiden Phagen auslésen

konnten.
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5. Diskussion

5.1. Wirtsspektrum

Aufgrund der sich immer weiter ausbreitenden Resistenzen von P. aeruginosa gegen
Antibiotika aber auch Desinfektionsmittel gewinnen alternative Behandlungsmethoden an
Bedeutung. Besonders Bakteriophagen stellen eine interessante Méglichkeit der Bekampfung
von P. aeruginosa dar. Der Anspruch an die einzusetzenden Phagen sollte immer sein, dass
sie ein maoglichst grofles Wirtsspektrum an P. aeruginosa-Stammen lysieren und zudem
lediglich virulente Phagen zum Einsatz kommen, um eine Verbreitung von Resistenzen zu
vermeiden.

Zur Ermittlung des Wirtsspektrums der beiden virulenten Bakteriophagen vB_Pae-TbilisiM32
und vB_Pae-CS2310 sowie dem Cocktail aus beiden wurden Spot Assays auf
30 P. aeruginosa-Wildstammen durchgefuhrt. Der Phagencocktail war dabei in der Lage, 25
der 30 (83 %) getesteten P. aeruginosa-Stamme zu lysieren und liegt damit leicht unter dem
Bereich anderer erfolgreich getesteten P. aeruginosa-Phagencocktails, bei denen Lysen von
bis zu Gber 90 % der 58 bzw. 22 Stdamme erreicht wurden (Forti et al. 2018; Alves et al. 2016).
Der Phage vB_Pae-CS2310 wies ein dem Cocktail sehr ahnliches Wirtsspektrum von 80 %
auf, lediglich einer der durch den Cocktail lysierten Stdmme war gegen den Phagen vB_Pae-
CS2310 resistent. Der Phage vB_Pae-TbilisiM32 hingegen war nur in der Lage, 16 der 30
(53 %) Stdmmen zu lysieren und wies damit ein deutlich geringeres Wirtsspektrum auf. Der
hier untersuchte Phagencocktail sollte dementsprechend vor einem Einsatz in vivo um weitere
Bakteriophagen erweitert werden, die das Wirtsspektrum von vB_Pae-CS2310 zusatzlich
erganzen, und so der Cocktail die zumindest theoretische Fahigkeit erhalt, ein maximales

Spektrum an P. aeruginosa-Stammen zu lysieren.

5.2. Zellzahlreduktion durch Bakteriophagen

Zur Ermittlung der durch die Bakteriophagen erreichte Zellzahlreduktion in Flissigmedium
wurden Experimente Uber einen Zeitraum von 48 h (37 °C) bzw. 72h (12°C) an
acht P. aeruginosa-Stammen durchgefiihrt. Dabei wurden bei 37 °C mit Ausnahme der
Negativkontrolle die Zellzahl aller Stdamme sowohl durch die einzelnen Bakteriophagen als
auch den Cocktail reduziert, es entwickelten sich bei einzelner Applikation der Phagen aber
teilweise bereits zwischen 1,5 h und 6 h Resistenzen, sodass die Zellzahl wieder anstieg. Zwei
der Stdmme blieben durch den Cocktail dauerhaft reduziert und der Anstieg der Zellzahl der
anderen Stamme setzte bei Inkubation mit dem Cocktail meist erst nach 6 h ein. Obwohl der
hier angewendete Cocktail nur aus zwei Phagen bestand, konnte er die Zellzahl von
P. aeruginosa bereits langer unterdricken als die einzeln applizierten Phagen und ist demnach

als effektiver anzusehen. Dies war zu erwarten, da die Bakteriophagen auf Genomebene
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keinerlei Ahnlichkeiten aufweisen und verschiedenen Spezies zuzuordnen sind, sowie auch
morphologisch unterschiedlichen Gruppen angehdren (Perleth et al. 2019) und somit sehr
wahrscheinlich Uber unterschiedliche Wege angreifen, was eine Kombinationstherapie
erfolgreich macht. Eine Resistenzentwicklung von Bakterien gegenliber Phagen und deren
Cocktails ist dennoch weit verbreitet und beruht auf verschiedenen Abwehrmechanismen
seitens der Bakterien (Labrie et al. 2010). Insbesondere P. aeruginosa sind durch ihre
Genomgrofle und den hohen Anteil an akzessorischen Genomabschnitten sehr
mutationsfreudig (Valot et al. 2015) und damit, verstarkt durch die geringe Generationszeit, zu
einer schnellen Resistenzentwicklung in der Lage.

Bei 12 °C wurde lediglich der Phagencocktail getestet, gegen den innerhalb von 72 h nur drei
Stamme eine Resistenz entwickelten. Erklaren lasst sich das damit, dass P. aeruginosa zwar
bei Temperaturen von 4 - 42 °C wachsen kann, das Optimum aber bei 37 °C liegt (Labauve
und Wargo 2012). Eine flachere Wachstumskurve in der Mediumkontrolle sowie die geringere
bzw. spatere Resistenzentwicklung waren daher zu erwarten.

Alle acht P. aeruginosa-Stamme zeigten vergleichbare Entwicklungen in beiden
Temperaturansatzen. Eine Ausnahme bildete der P. aeruginosa-Stamm ILH 02781, welcher
durch den Cocktail bei beiden Temperaturansatzen nach 1,5 h soweit reduziert wurde, dass
er nicht mehr detektierbar war. Bei 37 °C entwickelte sich aber bereits nach 6 h eine Resistenz,
wohingegen bei 12 °C Uber den gesamten Zeitraum keine erneute Detektion mdglich war.
Dieser Stamm scheint in seiner Fithess durch die unglnstigeren Temperaturbedingungen
starker beeintrachtigt zu sein. Auch der P. aeruginosa-Stamm ILH 02680 zeigte bei den beiden
Temperaturansatzen unterschiedliche Wachstumsverlaufe, wahrend bei 12 °C lediglich ein
verzdgertes Wachstum zu beobachten war, war die Zellzahl bei 37 °C fir kurze Zeit nicht mehr
detektierbar. Mdglicherweise sind bei 12 °C die Phagenrezeptoren weniger exprimiert und
infolgedessen kann eine héhere Anzahl an Bakterien Uberleben, sodass sich das Wachstum
von P. aeruginosa ILH 02680 verzoégert, ohne dass jedoch eine deutliche Reduktion
hervorgerufen wird. Bereits bei Temperaturen von 22 °C konnte gezeigt werden, dass eine
unterschiedliche Regulierung von Genen bei P. aeruginosa stattfindet (Barbier et al. 2014),
sodass es auch bei 12 °C zu einer Veranderung der Expression der Gene kommen kann.
Interessanterweise reduziert bei diesem Stamm lediglich der Phage vB_Pae-TbilisiM32 die
Zellzahl in Flissigmedium, wahrend vB_Pae-CS2310 keinen Einfluss auf die Zellzahl hatte.
Diese Differenzen zwischen Ergebnissen im Spot Assay und in Flissigkultur kommen mit etwa
6 % durchaus vor (Xie et al. 2018). Da die Konsistenz des Softagars Einfluss auf die
Beweglichkeit und Diffusion sowohl des Phagen als auch der Bakterien hat, findet eine andere
Interaktion zwischen den Mikroorganismen (Adsorptionsrate, Latenzzeit, WurfgrofRe) als in
Flussigkultur statt. Ursache fur die unterschiedlichen Ergebnisse kann auch die Lysis from

Without sein, da die in diesen Experimenten eingesetzte MOI von 10 bis 100 sehr hoch ist.
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Auch Prophagen oder Bacteriocine, die als Restbestandteile im Phagenlysat vorkommen
kdnnen, sind eine mogliche Erklarung (Mirzaei und Nilsson 2015). Bei der Auswahl geeigneter
Phagen fir einen Cocktail sollte dies bedacht werden.

Leichte Differenzen zwischen den Temperaturansatzen wies auch der P. aeruginosa-Stamm
ILH 02763 auf. Bei 12 °C erfolgte eine kontinuierliche Reduktion der Zellzahl durch den
Phagencocktail, lag aber Uber die gesamte Zeit oberhalb des Detektionslimits. Bei 37 °C wurde
die Zellzahl durch den Cocktail auf ein nicht detektierbares Level reduziert, allerdings
verglichen mit den anderen Stdmmen Uber einen langeren Zeitraum und somit analog zur
Reduktionskurve bei der niedrigeren Temperatur. Es ist nicht auszuschlief’en, dass eine
weitere Reduktion auch bei 12 °C nach langer andauernder Inkubationszeit erreicht werden
kann. Ob sich wie bei 37 °C eine Resistenz einstellen wiirde, lasst sich nicht beurteilen.

Fir die bei 37 °C ansteigenden Phagentiter von vB_Pae-TbilisiM32 bei den P. aeruginosa-
Stdmmen DSM 25641 ILH 02678, ILH 02778 und ILH 02781, sowie dem angestiegenen
Phagentiter des Cocktails bei den P. aeruginosa-Stammen ILH 02778 und ILH 02781 konnte
kein Zusammenhang zu den Wachstumskurven der entsprechenden Stamme gefunden
werden, da ein sprunghafter Anstieg des Phagentiters zeitgleich mit der Lyse der
Bakterienzellen zu erwarten gewesen ware. Der Anstieg der Phagentiter |asst sich eher mit
einer hoheren WurfgréRe im Vergleich zum Referenzstamm erklaren. Der Phagentiterabfall
des Phagen vB_Pae-CS2310 beim P. aeruginosa-Stamm ILH 02774 hingegen verlief parallel
zu dem einsetzenden Wachstum der Zellzahl, woflr eine Adsorption der Phagen in die
Bakterienzellen ursachlich sein kann. Da dieser Wachstumseffekt jedoch bei keinem der
anderen Stdmme zu beobachten war, ist auch hier eine geringere Wurfgrofe des Phagen auf
diesem Stamm verglichen mit dem Referenzstamm die wahrscheinlichste Ursache. Dies hat
jedoch keinen Einfluss auf die Wirksamkeit des Phagen zur Lyse des Bakterienstamms in
Flassigkultur.

Der bei 12 °C unveranderte Phagentiter lasst sich durch die geringere Generationszeit bei
diesen Temperaturen erklaren, auch unterlag der Phagentiter des Cocktails bereits bei 37 °C
geringeren Schwankungen als bei den einzeln applizierten Phagen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die bei der Optimaltemperatur von 37 °C ermittelten
Reduktions- und Wachstumskurven der P. aeruginosa-Stamme den Verlaufen bei 12 °C
entsprechen, sieht man vom erwarteten langsameren Wachstum bei der kalteren Temperatur
ab. Durch die bei 12°C ermittelten Werte lassen sich eher Schlisse auf die
Wachstumsverlaufe in lebensmittelverarbeitenden Betrieben ziehen. Die Ergebnisse zeigen,
dass auch hier der Phagencocktail effektiv ist und Gber lange Zeit die Bakterienzahl reduzieren
oder zumindest ein Wachstum verhindern kann. Nach VO (EG) 852/2004 muss die Reinigung
und Desinfektion so haufig erfolgen, dass kein Kontaminationsrisiko besteht (Eu-Parlament

und Eu-Ministerrat 2004). Es ist davon auszugehen, dass an Schlachthéfen sowie in
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lebensmittelverarbeitenden Betrieben mindestens einmal taglich eine Reinigung und
Desinfektion erfolgt, sodass die Uber diesen Zeitraum hinausgehenden ermittelten Werte von
untergeordnetem Interesse sind, da hier bereits Chemikalien oder andere eingesetzte Mittel
zur Bekdmpfung unterstitzend wirken kdnnen. In verschiedenen Studien wurde bereits eine
aulerst vielversprechende Kombinationstherapie aus Phagen und Antibiotika zur Behandlung
in Flissigmedium und von Infektionen mit P. aeruginosa untersucht (Chaudhry et al. 2017;
Nouraldin et al. 2016), was jedoch in lebensmittelverarbeitenden Betrieben keine Lésung sein
kann. Stattdessen sollten Reinigungs- und Desinfektionsmittel so gewahlt werden, dass eine
Kombination mit den Phagen zu einem bestmdglichen Ergebnis flihrt. Dabei scheint Chlor,
was in der Lebensmittelindustrie bereits haufig eingesetzt wird, eine gute Mdglichkeit zu sein.
Chlor in Kombination mit Bakteriophagen konnte in einer Studie eine P. aeruginosa-
Biofilmbildung um bis zu 94 % reduzieren, wahrend die einzelne Applikation von Phagen eine
Biofilmbildung nur um 80 % und von Chlor in Abhangigkeit von der Konzentration um 53-86 %
reduzieren konnte (Zhang und Hu 2013), was Riickschliisse auf die Wirksamkeit einer solchen
Kombination in Flissigmedium zulasst. Die meisten Studien zur Kombinationstherapie

beziehen sich jedoch auf die Eliminierung von Biofilmen.

Bei Ermittlung der Resistenzen im Spot Assay nach Inkubation mit den einzelnen Phagen
lysierte der Cocktail weiterhin alle P. aeruginosa-Stdamme bis auf P. aeruginosa ILH 02680
nach Inkubation mit vB_Pae-TbilisiM32. Allerdings entwickelten 97 %, 20 % und 10 % der
Klone von P. aeruginosa ILH 02778, ILH 02774 und ILH 02763 durch die Inkubation mit
vB_Pae-TbilisiM32 eine Resistenz gegen ebendiesen Phagen. Nach Inkubation mit vB_Pae-
CS2310 bildeten die Klone der P. aeruginosa-Stamme ILH 02763, ILH 02680, ILH 02774 und
ILH 02678 Resistenzen gegen ebendiesen Phagen aus, betroffen waren 60 %, 37 %, 20 %
und 20 % der Klone. Das Uberleben von sensiblen Klonen nach Inkubation mit Phagen ist fiir
biofiimbildende und auf Agar-Platte wachsende Bakterien durch eine Schutzwirkung der
aulleren resistenten Bakterien beschrieben (Simmons et al. 2020; Eriksen et al. 2018),
wohingegen in Flussigkultur ein wesentlich héherer Anteil an Resistenzen von bis zu 100 %
zu erwarten gewesen ware (Testa et al. 2019). Es gibt jedoch auch Untersuchungen, die in
FlUssigkultur eine bestehende Population von sensiblen Bakterien zeigen. Die Erklarung
hierflr ist, dass die resistenten Bakterien in ihrer Fitness eingeschrankt sind, was es den
sensiblen Bakterien durch schnelleres Wachstum ermdglicht, Teil der Population zu bleiben,
wahrend die Phagen verhindern, dass die resistenten Bakterien durch die schneller
wachsenden sensiblen Bakterien verdrangt werden (Bohannan und Lenski 2000). Fraglich ist,
ob dieses System bei der hier eingesetzten MOI von bis zu 100 Bestand hat. Da aber auch
der Phagentiter der hier untersuchten Stdmme Uber die gesamte Zeit von 48 h stabil bleibt, ist

dies ein Indiz dafir, dass sich ein neues Gleichgewicht aus sensiblen und resistenten
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Bakterien, sowie die Zellen befallenden und neu freigesetzten Bakteriophagen einstellt (Han
und Smith 2012). Zudem scheint bei Inkubation mit Bakteriophagen die Heterogenitat der
P. aeruginosa-Klone verstarkt zu werden, das inkludiert auch sensible Klone (Markwitz et al.
2021).

Erstaunlicherweise bildeten bei den P. aeruginosa-Stammen ILH 02680 und ILH 02778 jeweils
33 % der gewonnenen Klone nach Inkubation mit vB_Pae-CS2310 nur gegen vB_Pae-
ThilisiM32 Resistenzen aus. Spontane Mutationen kommen bei P. aeruginosa durchaus vor,
die Raten liegen bei etwa 5 x 10* pro Genom pro Generation (Dettman et al. 2016). Eine
Kreuzresistenz scheint hingegen unwahrscheinlich, da die Genome der beiden
Bakteriophagen sehr unterschiedlich sind und zudem bei den genannten Klonen keine
Resistenz gegeniber vB_PaeCS-2310 auftrat. Auffallig war jedoch, dass die Klone beider
Stdmme nach Inkubation mit vB_Pae-TbilisiM32 zu 100 % resistent gegen diesen Phagen
waren. Aufgrund dieser starken Resistenzentwicklung und der langen Inkubationszeit der Spot
Assays von 20 h ist es moglich, dass bereits ein Rasen aus resistenten Bakterien Uber die
urspriingliche Lysezone gewachsen war. Dies ist auch flir einzelne Propionibacterium acnes-
Stamme beschrieben, bei denen ausgehend von der Mitte der Plaques ein Neubewuchs durch
diese Bakterien erfolgte, welche anschlieRend Phagenresistenzen aufwiesen (Liu et al. 2015).
Dem widerspricht jedoch die Tatsache, dass bei den Spot Assays der Wildstdmme in allen
Fallen klare Lysezonen zu erkennen waren und somit kein Uberwachsen der Kolonien
stattgefunden hatte. Jedoch kénnen sich Wildstamm und Klone durch die lange Inkubation von
48 h auch unabhadngig von einer Phagenresistenz unterscheiden und unter anderem
unterschiedliche Wachstumsraten aufweisen. Beispielsweise zeigen klinische P. aeruginosa-
Isolate haufig ein langsameres Wachstum als Umweltstdmme, was sich unter
Laborbedingungen wieder umkehren kann (La Rosa et al. 2021). Es ist auch beschrieben,
dass P. aeruginosa bei einer ausreichenden Nahrstoffversorgung in Flussigmedium zu
individuellen Indels neigen, die mit einem erhdhten Fitnesslevel, unter anderem einer héheren
Wachstumsrate mit verkirzter Logphase, einhergehen (Grekov et al. 2021). Trotz solcher
Erklarungen scheint jedoch eine spontane Mutation, die sich anschlieliend durchsetzen
konnte, am wahrscheinlichsten. Da es sich hierbei vor allem um die P. aeruginosa-Stamme
ILH 02680 und ILH 02778 handelte, sollten beide Stamme in weiterfuhrenden Studien auf
ahnliche Gene und Mutationen abgeglichen werden.

Trotz der sich schnell ausbildenden Resistenzen verfligt der Cocktail aus den beiden
Bakteriophagen vB_Pae-TbilisiM32 und vB_Pae-CS2310 bei 37 °C und auch bei 12 °C lber
starke lytische Eigenschaften auf nahezu alle hier untersuchten P. aeruginosa-Stamme. Da
Bakterien sich in Biofilmen anders verhalten kdnnen als in Fliissigmedium, ist es von weiterem

Interesse, welchen Einfluss dieser Phagencocktail auf eine Biofilmformation hat.
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5.3. Pravention eines Biofilms

Bei der Pravention der Biofilme, das heil’t bei Applikation des Phagencocktails zum Startpunkt
der Biofilmentwicklung, erwies sich der Cocktail als auferst effektiv. Alle untersuchten
Stamme, mit Ausnahme der Negativkontrolle, konnten bei 12 °C in der Entwicklung eines
Biofilms gestdrt werden. Funf der acht Stamme (63 %) zeigten eine sehr deutliche Reduktion
der Biofiimmasse. Dies bestatigt andere Studien, in denen bereits durch Applikation einzelner
Phagen eine Biofilmbildung drastisch reduziert werden konnte (Fu et al. 2010). Zudem waren
auch alle diese Stdmme in Flissigmedium durch den Cocktail reduziert worden. Die zwei
P. aeruginosa-Stamme |ILH 02680 und ILH 02778, bei denen die Biofilmbildung statistisch
nicht signifikant oder weniger deutlich reduziert war, zeigten auch in der Flussigkultur ein
verzogertes Wachstum im Vergleich zur Mediumkontrolle, jedoch keine eindeutige Reduktion
(Abbildung 16). Somit lasst sich hier die vorhandene, aber dennoch reduzierte Biofilmbildung
erklaren, da zu jedem Zeitpunkt das erforderliche Minimum an planktonischen Zellen
vorhanden war, die die Initialisierung des Biofilms durch Bindung an die Oberflache der Wells
verursachten, jedoch flur eine weitere Formierung von Mikrokolonien und Reifung des Biofilms
nicht ausreichten (Brown et al. 2016).

Auch bei 37 °C zeigte sich eine deutliche Korrelation zwischen Pravention des Biofilms und
der Wachstumskurve in Flissigmedium. Die vier P. aeruginosa-Stamme, deren Zellzahl in der
Flissigkultur Gber mindestens 6 h auf ein nicht detektierbares Level gesenkt worden waren,
bildeten bei Inkubation mit dem Phagencocktail sehr geringe Biofilmmassen aus. Die zwei
P. aeruginosa-Stamme, die neben der Negativkontrolle durch Inkubation Gber 24 h mit dem
Phagencocktail statistisch nicht signifikant in ihrer Biofilmbildung beeintrachtigt waren, wiesen
bereits in Flissigmedium eine langsamere Reduktion der Zellzahl durch den Cocktail auf
(P. aeruginosa ILH 02763, ILH 02778). Auch P. aeruginosa ILH 02680, dessen Biofimmasse
nur um etwa ein Drittel reduziert war, entwickelte bereits in Flissigmedium eine sehr schnelle
Resistenz gegen den Phagencocktail.

In der Pravention erwies sich der Phagencocktail demzufolge &ahnlich effektiv wie bei

Inkubation in Flissigmedium.
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Abbildung 16: Préavention eines Biofilms

Acht P. aeruginosa-Stamme wurden mit einem Phagencocktail aus den beiden Phagen vB_Pae-TbilisiM32 und
vB_Pae-CS2310 bei unterschiedlichen Temperaturen (37 °C, 12 °C) inkubiert und anschlieRend die Biofiimmasse
bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Biofimmasse im Vergleich zur Mediumkontrolle (100%,

schwarze Linie).

Die in den Spot Assays ermittelten Resistenzen passten nur bedingt zu den Reduktionen des
Biofilms. Wie erwartet waren die beiden sowohl in Flissigmedium, als auch aus dem
Uberstand der Wells nicht mehr kultivierbaren P: aeruginosa-Stamme DSM 25641 und
ILH 02678 bei Inkubation mit dem Phagencocktail nicht mehr in der Lage, Biofilme
auszubilden. Des Weiteren war die Negativkontrolle P. aeruginosa ILH 02759 in der
Ausbildung des Biofilms durch den Cocktail nicht beeintrachtigt. Die Erwartung war weiter,
dass die Klone der stark ausgepragten Biofilme eine Resistenz gegeniiber dem Cocktail
entwickelt hatten, da ein Uberleben der Bakterien Voraussetzung fir eine Biofilmformation ist
(Brown et al. 2016). Der P. aeruginosa-Stamm ILH 02680 bestatigte diese These und zeigt bei
einer Resistenz von 82 % gegenuber dem Cocktail eine nur gering reduzierte Biofilmmasse.
Betrachtet man zudem die vier einzelnen Ansatze, so wird deutlich, dass die aus den beiden
Ansatzen gewonnen Klone, bei denen die Biofilmmasse deutlich reduziert war, weiterhin
sensibel gegen den Cocktail waren. Hingegen waren die beiden Ansatze in ihrer Biofilmbildung
kaum beeinflusst, deren Klone eine Resistenz entwickelten. Das unterschiedliche Verhalten
von P. aeruginosa ILH 02680 in den einzelnen Ansatzen ist ebenfalls durch das Auftreten
spontaner Mutationen, wie unter 6.2. fur ebendiesen Stamm ausfihrlicher abgehandelt,
erklarbar. Auch bei dem in seiner Biofiimmasse deutlich reduzierten P. aeruginosa-Stamm

ILH 02774 waren wie erwartet nur 42 % der Klone resistent gegenuber dem Cocktail.
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Bei den anderen Stdmmen hingegen konnte keinerlei Zusammenhang zwischen der Resistenz
und der Biofilmmasse ermittelt werden. So waren bei dem P. aeruginosa-Stammen ILH 02781
trotz deutlich reduzierter Biofimmasse 74 % der Klone resistent gegenuber dem Cocktail. Die
P. aeruginosa-Stamme ILH 02763 und ILH 02778 hingegen waren in ihrer Biofilmbildung nicht
signifikant verandert, obwohl sie nur geringe Resistenzen von 12 % und 15 % gegen den
Cocktail entwickelten. Es kénnen jedoch gerade in Biofilmen resistente Bakterien nach auf3en
hin eine Barriere bilden, die die sensiblen Bakterien im Inneren des Biofilms schiitzen und

deren weiteres Wachstum erméglichen (Simmons et al. 2020).

5.4. Bekampfung eines Biofilms

Bei Behandlung des Uber 20 h bei 37 °C entwickelten Biofilms war 6 h nach Zugabe des
Phagencocktails bei sechs der P. aeruginosa-Stamme (75 %) eine signifikante Reduktion des
Biofilms erkennbar (Abbildung 17). Lediglich die Negativkontrolle P. aeruginosa ILH 02759
und der Stamm ILH 02778 zeigten nur eine unbedeutend geringere Beeinflussung der
Biofilmentwicklung. Dies waren zudem die einzigen Stamme, bei denen bei Inkubation im
Flissigmedium die Zellzahl zu jedem Zeitpunkt detektierbar blieb. Somit scheint die Anzahl
der Bakterien stets auszureichen, um eine Biofilmentwicklung wie in der Mediumkontrolle zu
ermoglichen (Brown et al. 2016). Nach 24 h hingegen entwickelten bis auf P. aeruginosa
DSM 25641 alle Stamme trotz Phagenapplikation deutliche Biofilme, die zudem bei vier
P. aeruginosa-Stammen starker ausgepragt waren als die der Mediumkontrolle. Lediglich die
Negativkontrolle P. aeruginosa ILH 02759 zeigte eine leichte Reduktion der Biofilmmasse bei
Inkubation mit dem Phagencocktail, P. aeruginosa ILH 02778 und ILH 02781 waren kaum
verandert. Solche sich schnell entwickelnden Resistenzen von Bakterien gegeniber Phagen
in Biofilmen sind jedoch keine Seltenheit (Pires et al. 2021). In einer weiteren, hier nicht explizit
aufgezeigten, am Institut fur Lebensmittelnygiene und -sicherheit durchgeflihrten
Versuchsreihe wurde zudem festgestellt, dass die Masse von P. aeruginosa-Biofilmen Uber
die Zeit wieder abnimmt. Dieser Peak an Biofilmmasse, die anschliefend wieder abnimmt, ist
ein bekanntes Phanomen (Morimatsu et al. 2012). Das kdnnte daran liegen, dass bei
normalerweise 3-12 Tage alten Biofilmen die Phase des Detachment beginnt, das heil3t eine
Ablésung von Teilen des Biofilms oder gar des gesamten Biofilms erfolgt (Kim und Lee 2016).
Die Ablésung kann dabei in einem Stiick bzw. in groReren Teilen erfolgen, oder, wie hier eher
wahrscheinlich, durch die Freisetzung von Klonen, was einer Verbreitung der Bakterien dient.
Vergleicht man die Ergebnisse nach 6 h und 24 h, so wird deutlich, dass die Biofilmdichte bei
Inkubation mit der Mediumkontrolle Uber die Zeit abnimmt, wahrend sie bei Inkubation mit dem
Phagencocktail bei jenen Stammen steigt, die nach 6 h noch in ihrer Biofilmbildung
eingeschrankt waren und somit frische Biofilme bilden. Bis auf den P. aeruginosa-Stamm

ILH 02763 war zudem die ermittelte OD bei den behandelten Biofilmen nach 24 h vergleichbar
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mit den Werten der Mediumkontrolle 24 h-alter Biofilme (vgl. Pravention Biofilm). Es besteht
aullerdem die Mdglichkeit, dass die resistenten Bakterien infolge der Mutation starkere
Biofilme ausbilden als die sensiblen, wenn beispielsweise die Motilitat der Bakterien betroffen
ist und sie dazu neigen, sich eher an Oberflachen festzusetzen und bereits in Flissigmedium
Verklumpungen bilden (Hosseinidoust et al. 2013; Lacqua et al. 2006). Dies sollte in
weiterflhrenden Studien untersucht werden.

Bei den zuvor durch den Cocktail kaum reduzierten P. aeruginosa-Stammen ILH 02759 und
ILH 02778 nahm die Biofilmmasse Uber die Zeit ebenfalls ab und zeigte weiterhin nur geringe
Unterschiede zur Inkubation mit der Mediumkontrolle.

400 B Eliminierung 8h

Eliminierung 24h

300+

200

Biofilmmasse in %

100

F.ae DSMZ 25851 Faa ILH 02755 F.ae ILH 02678 F.asg ILH 02680 F.as ILH 02763 F.ag ILH 02774 F.ag ILH 02778 F.ae ILH D2TE1

P. aeruginosa-Stdmme

Abbildung 17: Eliminierung eines Biofilms bei 37 °C
Acht bereits etablierte P.aeruginosa-Biofilme wurden bei 37 °C mit einem Phagencocktail aus den beiden Phagen
vB_Pae-ThilisiM32 und vB_Pae-CS2310 inkubiert und anschlieend zu unterschiedlichen Zeitpunkten (6 h, 24 h)

die Biofimmasse bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Biofilmmasse im Vergleich zur
Mediumkontrolle (100%, schwarze Linie).
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Abbildung 18: Eliminierung eines Biofilms bei 12 °C

Acht bereits etablierte P.aeruginosa-Biofilme wurden bei 12 °C mit einem Phagencocktail aus den beiden Phagen
vB_Pae-ThilisiM32 und vB_Pae-CS2310 inkubiert und anschlieRend zu unterschiedlichen Zeitpunkten (24 h, 72 h)
die Biofiilmmasse bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Biofiimmasse im Vergleich zur

Mediumkontrolle (100%, schwarze Linie).

Bei Bekampfung des Biofilms bei einer Temperatur von 12 °C war zunachst auffallig, dass die
OD-Werte deutlich Gber den bei der Pravention eines Biofilms ermittelten OD-Werten lagen.
Dies lasst sich einfach mit der langeren Inkubationszeit erklaren, da die Generationszeit bei
der Temperatur von 12 °C deutlich geringer ist. Dies macht sich auch in der Biofilmformation
bemerkbar, die ihr Maximum Tage spater erreicht als bei Optimaltemperaturen (Morimatsu et
al. 2012).

Des Weiteren waren bei der Biofilm-Bekampfung bei 12 °C Gber den Zeitraum von 24 h nur
bei den P. aeruginosa-Stammen DSM 25641, ILH 02763 und ILH 02778 statistisch
signifikante Reduktionen der Biofiimmasse erkennbar (Abbildung 18). Nach 72 h hingegen
waren alle Stamme bei Inkubation mit dem Cocktail in der Biofiimmasse reduziert, davon fiinf
statistisch signifikant. Vergleicht man hier wieder die Werte von 24 h und 72 h, so wird deutlich,
dass eine tatsachliche Reduktion nur bei P. aeruginosa ILH 02678 vorliegt, wahrend bei den
P. aeruginosa-Stamme DSM 25641, ILH 02680, ILH 02778 und ILH 02781 die bereits
bestehende Biofimmasse erhalten bleibt und nur die der Mediumkontrolle zunimmt.
P. aeruginosa koénnen innerhalb von Biofilmen ihre Wachstumsrate reduzieren, um so einer
Infektion durch die Phagen vorzubeugen (Testa et al. 2019), was diesen Effekt ausldésen
kdnnte. Zusatzlich sind bei allen Stdmmen auch Parallelen zum Wachstum bei Inkubation mit

dem Phagencocktail in Flissigmedium zu erkennen, sodass eine Lyse der Bakterien bzw. ein
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verzogertes Wachstum durch direkten Phageneinfluss die ausbleibende Zunahme der
Biofilmmasse verstarkt.

Die P. aeruginosa-Stamme ILH 02763 und ILH 02774 zeigten bei 12 °C nur eine sehr geringe
Beeinflussung der Biofilmmasse durch den Phagencocktail, obwohl insbesondere
P. aeruginosa ILH 02774 in Flissigmedium durch den Phagencocktail stark reduziert worden
war. Da bei 12 °C keine Spot Assays durchgefihrt wurden, |asst sich keine Aussage zur
Resistenzentwicklung treffen. Es ist aber méglich, dass bei diesen Stammen die Biofilme bei
12 °C besser gegen das Eindringen der Phagen geschitzt sind als bei 37 °C. AuRerdem ist
beschrieben, dass eine veranderte Genexpression nicht nur bei unterschiedlichen
Temperaturen vorliegen kann, sondern auch Unterschiede zwischen plaktonischen Zellen und
solchen, die in Biofilme verankert sind, bestehen (Kim et al. 2020). Da Biofilme eine
Uberlebensstrategie der Bakterien darstellen und 12°C deutlich unter dem
Temperaturoptimum von P. aeruginosa liegt, kann hier eine verstarkte und protektivere
Biofilmbildung die Folge sein (Kim et al. 2020). Des Weiteren ist beschrieben, dass bei
niedrigeren Temperaturen nicht nur die Aktivitat von Pseudomonas spp. reduziert ist, sondern
auch die Viskositat der EPS abnimmt (Morimatsu et al. 2012), was ebenfalls eine starkere
Barriere gegen Bakteriophagen darstellen kann und zudem die Wahrscheinlichkeit eines
Detachment der Biofilme reduziert. Moéglicherweise andert sich nicht nur die Viskositat,
sondern auch die Zusammensetzung der EPS, was die Unterschiede zwischen den Stdammen

erklaren wirde.

Bei Auswertung der Spot Assays aus der Biofilmbekampfung bei 37 °C lie® sich bei sechs
P. aeruginosa-Stammen ein Zusammenhang zwischen der Anzahl an resistenten Klonen und
Auspragung der Biofiimmasse erkennen. Die P. aeruginosa-Stamme ILH 02678, ILH 02774
und ILH 02781 wiesen nach 6 h nur geringe Biofilmmassen sowie eine Resistenz gegenuber
dem Cocktail von maximal 23 % der Klone auf, nach 24 h waren die Biofilmmassen deutlich
starker ausgepragt bei Resistenzen gegenuber dem Cocktail von mindestens 60 % der Klone.
Auch bei P. aeruginosa ILH 02680 stieg die Anzahl der resistenten Klone auf 100 % bei
starkerer Auspragung der Biofiimmasse an, jedoch waren bereits nach 6 h bei einer sehr
geringen Biofilmmasse 78 % der Klone nicht durch den Cocktail lysierbar. Eine Therapie mit
Bakteriophagen fiihrt aber so gut wie nie zur absoluten Ausléschung der Bakterien, sondern
resistente Klone setzen sich mit der Zeit durch (Markwitz et al. 2021), was in Flissigmedium
bei den genannten Stdmmen bis auf P. aeruginosa ILH 02678 ebenfalls nach spatestens 6 h
zu beobachten war. Zu beachten ist zudem, dass die Klone aus dem Uberstand gewonnen
wurden und deshalb resistente planktonische Zellen auftreten kdnnen, bevor sie sich in

Biofilme formieren.
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Bei dem P. aeruginosa-Stammen DSM 25641 war der Biofilm durch die Cocktailzugabe
sowohl nach 6 h als auch nach 24 h deutlich reduziert und es konnten kaum Klone gewonnen
und bei diesen keine resistenten Klone nachgewiesen werden. Bei den P. aeruginosa-
Stammen ILH 02778 und ILH 02759 war die Biofilmmasse nicht durch den Cocktail reduziert
und der Anteil der resistenten Klone lag bei 0 - 9 % bzw. 100 % der Klone. Bei P. aeruginosa
ILH 02778 war somit kein Zusammenhang zwischen ausbleibender Biofilmreduktion und
Resistenz der Klone feststellbar. Auch in Flussigmedium hatte der Phagencocktail
vergleichbar wenig Einfluss auf die Zellzahl gehabt. Es gibt jedoch auch weitere Ursachen,
warum ein Phagencocktail nicht in der Lage sein kann, Biofilme zu beseitigen. Eine Erklarung
kann sein, dass der Cocktail bei P. aeruginosa ILH 02778 nicht in der Lage ist, die EPS zu
lysieren und deshalb nicht bis zu den Bakterien durchdringt. Auch ist es mdglich, wenn auch
nicht wahrscheinlich, dass die Zeitpunkte von 6 h und 24 h bei diesem Stamm falsch gewahlt
sind (Abedon et al. 2021). Auch der P. aeruginosa-Stamm ILH 02763 zeigte nach 24 h bei im
Vergleich zur Mediumkontrolle starker ausgepragtem Biofilm einen geringeren Anteil von 0 %
gegeniiber dem Cocktail resistenter Klone, wahrend der im Vergleich zur Mediumkontrolle
reduzierte Biofilm nach 6 h Uber einen Anteil von 18 % resistenter Klone verfiigte. Auch hier
ist es moglich, dass resistente Klone aufkommen, bevor sie schlielRlich den Biofilm bilden, was
aber nicht den Anteil von 100 % sensiblen Klonen nach 24 h erklart. Zwar gibt es
verschiedenen Studien, die das Aufkommen von sensiblen Klonen in Biofilmen beschreiben
(Markwitz et al. 2021; Simmons et al. 2020), jedoch immer bei gleichzeitigem Vorhandensein

resistenter Klone, was das hier beobachtete Phdnomen nicht vollstandig erklart.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der angewendete Cocktail auch in der Bekadmpfung
von Biofilmen bei 37 °C erfolgversprechend ist, allerdings nicht Gber 6 h hinaus. Bei 12 °C
hingegen tritt der beobachtete reduzierende Effekt erst zwischen 24 h und 72 h auf, sodass er
nahezu keine praktische Relevanz hat. Weiterflhrende Untersuchungen zu einer
Kombinationstherapie beispielsweise mir Chlor oder eine Erweiterung des Phagencocktails

waren von Interesse.

5.5. Genomsequenzierung und Bioinformatische Auswertung

Die unterschiedlichen Phanotypen der aus der Zellzahlreduktion bei 37 °C gewonnenen
P. aeruginosa-Klone wurden exemplarisch anhand einzelner Vertreter der entsprechenden
Kombinationen aus Resistenzmuster und Koloniefarbe einer Genomsequenzierung
unterzogen. Im Abgleich mit den vorhandenen 31 der 44 Gene, die bekannt fiir Mutationen bei
Phagenresistenzen sind oder flr bereits erforschte Phagenrezeptoren codieren (Vaitekenas
et al. 2021; Marko et al. 2018; Rocchetta et al. 1999), konnte kein Zusammenhang zwischen

einer Resistenz gegeniber einem der Phagen und einer Mutation gefunden werden. Auffallig
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war jedoch, dass bei allen rot wachsenden Klonen das Gen hmgA fehlte oder im Falle eines
Klons von P. aeruginosa ILH 02781 eine Punktmutation aufwies. Das Gen hmgA codiert fur
die Homogentisat-1,2-dioxygenase, deren Fehlen wiederum fuhrt zu einer Akkumulation der
Homogentisinsaure, was die rotbraune Farbe der Kolonien bedingen kann. Zusatzlich fehlte
bei P.aeruginosa ILH 02781 auch das benachbarte Gen galU, welches am
Glucosestoffwechsel beteiligt ist und vermutlich Einfluss auf das Vorhandensein von O-
Antigenen hat (Le et al. 2014). In anderen Studien fuhrte das Fehlen des Gens galU zu
Resistenzen gegenulber den eingesetzten Phagen, was hier jedoch nicht der Fall war.

Bei dem per GeneiousPrime durchgefihrten Genomabgleich der sieben sensiblen
Wildstamme gegen ihre resistenten Klone wurden ebenfalls keine Gendeletionen gefunden,
die eine Phagenresistenz gegenuber einem der beiden Phagen erklaren. Eine Mutation
hingegen kann nicht ausgeschlossen werden, da die Gene lediglich auf ihr Vorhandensein und
ihre Ubereinstimmende Lange hin Uberprift wurden. Allerdings kdnnen Punktmutationen in
Rezeptorgenen ausreichen, damit Bakterien eine vollstdndige Resistenz gegeniber Phagen
entwickeln (Egido et al. 2021).

Resistenzen gegenlber Bakteriophagen missen allerdings nicht immer genetisch bedingt
sein, auch phanotypische Resistenzen sind beschrieben. Ein Herunterregulieren von
Rezeptorgenen oder deren Maskieren reicht aus, um die Adsorptionsrate der Bakteriophagen
deutlich zu reduzieren. Diese Variation der Genexpression kdnnte bereits intrinsisch bei
einzelnen Individuen innerhalb der Bakterienpopulation vorhanden sein, oder durch
Abbauprodukte getoteter Bakterien sowie Stress induziert werden. Eine weitere Hypothese ist,
dass Phagenproteine aus den bereits lysierten Bakterienzellen Rezeptoren blockieren, die flr
eine Adsorption nétig sind (Bull et al. 2014). Typisch fir eine solche phanotypische Resistenz
ist ein schnelles Absinken der Bakterienzahl nach Zugabe der Phagen, gefolgt von einer
Erholung der noch immer vorrangig sensiblen Bakterienpopulation bei einer gleichzeitig hohen
CFU/ ml, wie es auch in diesen Experimenten zu beobachten war. Als weitere Ursache flr
eine nicht genetische Resistenz ist beschrieben, dass Bakterien im Ruhezustand gegen
angreifende Bakteriophagen resistent sind. Jedoch scheint dies nur auf lysogene Phagen
zuzutreffen, nicht aber auf lytische Phagen, wie vB_Pae-ThilisiM32 und vB_Pae-CS2310 es
sind (Perleth et al. 2019; Pearl et al. 2008).

Phanotypische Resistenz ist ein Phanomen, welches vorrangig in Fliissigmedium auftritt (Bull
et al. 2014). Es ist deshalb nicht Uberraschend, dass die Klone im Spot Assay weiterhin
sensibel gegeniber beiden Phagen sind. Die Klone aus den Biofilmen jedoch waren keiner
Genanalyse unterzogen worden, da ahnliche Mechanismen wie bei der Zellzahlreduktion
vermutet worden waren. Ob hier also genetische oder phanotypische Resistenzen bzw.
Kombinationen aus beiden vorliegen, kann nur vermutet werden. Attrill et al. beschreiben

hierzu, dass durch den raumlichen Zusammenhalt in Biofilmen verstarkt phanotypische
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Resistenzen eine Rolle spielen (Attrill et al. 2021). Dies steht jedoch im direkten Widerspruch
zu Bull et al., und das Auftreten von sensiblen Klonen in Biofilmen wird in weiteren Studien
durch andere Mechanismen erklart, die in diesem Zusammenhang eher von Bedeutung sind.
Es gibt beispielsweise auch theoretische Modelle, die alle Interaktionsdynamiken zwischen
Bakterien und Phagen einbeziehen und daraus eine Koexistenz von gegenliber Phagen
sensiblen und resistenten Bakterien als Ergebnis ermitteln, da die resistenten Bakterien
bedingt durch Fitnesseinbufden langsamer wachsen als die sensiblen, diese aber gegen
Phageneinflisse abschirmen kénnen (Simmons et al. 2020). Zudem scheint die Zugabe von
Bakteriophagen die Heterogenitat der Klone in Biofilmen zu verstarken, was auch die hohe
Variabilitat an Resistenzmustern erklart. Solch eine stark ausgepragte Heterogenitat beinhaltet
auch Klone, die weiter Uber das Phagenprofil des Wildstammes verfligen und somit sensibel

gegenlber den applizierten Phagen bleiben (Markwitz et al. 2021).
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6. Zusammenfassung

Bekampfung von Pseudomonas aeruginosa-Biofilmen mithilfe von Bakteriophagen.

Ziel dieser Arbeit war es zu analysieren, ob mit einem Phagencocktail aus den beiden
Bakteriophagen vB_Pae-TbilisM32 und vB_Pae-CS2310 einer Entstehung von P. aeruginosa-
Biofilmen vorzubeugen ist, sowie bereits etablierte Biofilme beseitigt werden kdnnen. Die
Experimente wurden sowohl bei dem P. aeruginosa-Temperaturoptimum von 37 °C
durchgefiihrt, als auch bei 12 °C, was die Bedingungen in lebensmittelverarbeitenden

Betrieben abbilden sollte.

Zunachst wurde das Wirtsspektrum der Phagen ermittelt, welches fiir vB_Pae-

ThilisiM32 bei 53 % der untersuchten P. aeruginosa-Wildstdmme lag und fur vB_Pae-CS2310
bei 80 %.

Fur die weiteren Untersuchungen wurden sechs gegenuber beiden Phagen sensible Stamme
ausgewahlt, mit denen zunachst in Flissigmedium der Einfluss beider Phagen sowie des
Cocktails auf die Zellzahl bei 37 °C untersucht wurde. Dabei wurde eine rasante Reduktion,
gefolgt von einer schnellen Erholung der Zellzahl beobachtet. Bei 12 °C konnte durch Zugabe
des Phagencocktails ebenfalls eine Reduktion der Zellzahl erreicht oder zumindest deren
Ansteigen verhindert werden.

Die Pravention der P. aeruginosa-Biofilmbildung erwies sich sowohl bei 37 °C als auch bei
12 °C als aulerst erfolgreich, lediglich bei 37 °C waren zwei der Stamme nicht durch den
Cocktail beeinflusst. Die Bekadmpfung der etablierten P. aeruginosa-Biofilme hingegen verlief
nach unterschiedlichen Mustern. Wahrend bei 37 °C nach 6 h eine deutliche Reduktion zu
erkennen war, waren nach 24 h bereits wieder hohe optische Dichten zu messen, die zumeist
sogar Uber der der Vergleichskontrolle lagen. Bei 12 °C hingegen war nach 72 h eine starkere

Reduktion der Biofiimmasse zu erkennen als nach 24 h.

Die am Ende der Versuche gewonnene P. aeruginosa-Klone waren trotz des Uberlebens in
Co-Kultur mit den Bakteriophagen haufig weiterhin sensibel gegeniber den Phagen. Bei der
anschlieftend durchgefiihrten Genanalyse konnten keine Hinweise auf eine den Resistenzen
zugrundeliegende Genveranderung gefunden werden. Da jedoch bis auf die 31 genauer
untersuchten Gene nur nach vollstandigen Gendeletionen gesucht wurde, kann eine Resistenz
aufgrund einer Mutation in anderen Genen nicht ausgeschlossen werden. Weitere
Untersuchungen, die mogliche Mutationen mit einbeziehen, sind anzustreben.

Daneben kommen allerdings auch phanotypische Resistenzen als Ursache infrage. Durch
veranderte Genexpression und damit einhergehender Maskierung oder reduzierter Ausbildung

der Phagenrezeptoren setzt einige Zeit nach Phagenzugabe ein Anstieg der Zellzahl ein, die
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Bakterien bleiben aber weiterhin sensibel gegeniber den eingesetzten Phagen. Die
verschiedenen aufgetretenen Resistenzmuster lassen sich auch durch das Forcieren der

bakteriellen Heterogenitat bei Zugabe von Bakteriophagen erklaren.

Fur eine Applikation in vivo sollte der hier untersuchte Bakteriophagencocktail noch weiter
verbessert werden. Zwar ist er in der Pravention von P. aeruginosa-Biofilmen schon sehr
erfolgversprechend, jedoch entwickeln sich sowohl in Flissigmedium als auch in einer
Biofilmformation schon nach kurzer Zeit Resistenzen. Eine Erweiterung des Cocktails um
zusatzliche P. aeruginosa-Phagen sowie eine Kombinationstherapie mit Chemikalien wie
Chlor ware ebenfalls anzustreben. Zudem sollten die Zielrezeptoren der eingesetzten Phagen
weiterhin gesucht und das zugrundeliegende Resistenzmuster in weiterfiihrenden Studien
vollstandig abgeklart werden.

Auch ware von Interesse, ob die Resistenzen gegen den Phagencocktail die Virulenz von
P. aeruginosa reduzieren, was einen therapeutischen Einsatz trotz der Resistenzen in

medizinischen Bereichen ermdglichen kdnnte.
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7. Summary

Treatment of Pseudomonas aeruginosa biofilms using bacteriophages.

The aim of this study was to analyse if a cocktail of the two bacteriophages vB_Pae-TbilisiM32
and vB_Pa-CS2310 is able to prevent the formation of a P. aeruginosa biofilm as well as to
eliminate an already established biofilm. The experiments were carried out at the optimum
temperature of P. aeruginosa, 37 °C, and at 12 °C, to represent the conditions in the food

processing industry.

At first, the host range of both phages was determined, resulting in 53 % of the examined
P. aeruginosa wild-type strains in vB_Pae-TbilisiM32 and 80 % in vB_Pae-CS2310.
Following this, six of these P. aeruginosa strains were chosen, all of which were sensitive to
both phages. With these strains, the influence of the two phages and a cocktail of both was
tested in liquid culture at 37 °C. Rapid reduction of the bacterial number was observed,
followed by fast cell count recovery. At 12 °C, the cocktail was also able to reduce the cell
count, or at least to prohibit an increase of the cell count in some strains.

Prevention of P. aeruginosa biofilm formation was successful at both 37 °C and 12 °C. Only
two strains weren't affected by the cocktail at 37 °C. However, the elimination of the
established biofilms wasn't consistent. After 6 h at 37 °C a distinct reduction of the biofilms
could be observed, while after 24 h strong biofilm masses occurred again, with optical densities
above the media control. By contrast, the progression at 12 °C showed a stronger reduction of

the biofilm masses after 72 h than after 24 h.

At the end of the experiments, clones were obtained, and even when they survived in co-
culture with the bacteriophages, plenty of them remained sensible to the used phages and
cocktail. The genetic analyses of the bacterial strains did not result in any evidence of genetic
change causing resistances. However, apart from the 31 selected genes, only complete gene
deletions were investigated, which means that mutations in other genes remain possible.
Further investigations regarding the mutations are necessary.

Apart from that, phenotypic resistances may also cause survival of bacteria. A slightly changed
genetic expression may result in a different formation or masking of the phage receptors. In
this case, in a short period after adding the phages, the cell count increases, but the bacteria
remain sensible to the phages. Adding bacteriophages is forcing a heterogeneity of the

bacteria, which explains the different resistance patterns.
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To be applied in vivo, the phage cocktail used in this study should be advanced. Although it is
already very promising in the prevention of P. aeruginosa biofilms, the resistances in liquid
culture and already established biofilms develop in a concise period. Therefore, the cocktail
should be extended by further P. aeruginosa phages and used in combination with other
therapeutic agents like chlorine. In further studies, the binding receptor of both phages should
be examined, and the causal resistance pattern should be investigated.

Furthermore, it would be interesting to investigate, if the resistance against the phage cocktail
is reducing the virulence of P. aeruginosa. In that case, despite the resistance, a therapeutical

application in medical sections would be achievable.
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Anhang

Anhang

Tabelle 13: relevante Gene bei Phagenresistenz

Gen Lokus

P. aeruginosa PAO1/
P. pseudoalcaligenes CECT 5344

codiert fiir

Resistenzbeteiligung

beschrieben von

algA PA3551
algC PA5322
cas6f BN5_RS21005
csy1 BN5_RS20990
csy2 BN5_RS20995
csy3 BN5_RS21000
fimT PA4549
fimU PA4550
galu PA2023
gmd PA5453
hmgA PA2009
mlgA PA0705
pilA PA4525
pilE PA4556
pild PA0411
pilR PA4547
pil T PA0395
pilV PA4551
pilw PA4552
pilX PA4553
pilY1 PA4554
rmd PA5454

Mannose-1-phosphat-Guanylyltransferase/
Mannose-6-phosphat-lsomerase

Phosphomannomutase

Typ | CRISPR-assoziierte Endoribonuklease
Typ I-F CRISPR-assoziiertes Protein Csy1
Typ I-F CRISPR-assoziiertes Protein Csy2
Typ I-F CRISPR-assoziiertes Protein Csy3
Typ 4 Fimbrienbiogeneseprotein FimT
Typ 4 Fimbrienbiogeneseprotein FimU
UTP-Glucose-1-phosphat-Uridylyltransferase
GDP-Mannose-4,6-dehydratase
Homogentisat-1,2-dioxygenase
Alpha-1,6-rhamnosyltransferase MigA

Typ 4 Fimbrienprotein PilA

Typ 4 Fimbrienbiogeneseprotein PilE
twitching motility-Protein PilJ
Zweikomponenten-Antwortregulator PilR
twitching motility-Protein PilT

Typ 4 Fimbrienbiogeneseprotein PilV

Typ 4 Fimbrienbiogeneseprotein PilW

Typ 4 Fimbrienbiogeneseprotein PilX

Typ 4 Fimbrienbiogeneseprotein PilY1
Oxidoreduktase Rmd

Vil

Marko et al. *

Rocchetta et al. *
Vaitekenas et al. *
Vaitekenas et al. *
Vaitekenas et al. *
Vaitekenas et al. *
Marko et al. *
Marko et al. *
Vaitekenas et al.
Rocchetta et al. *
Le et al.
Vaitekenas et al.
Marko et al. *
Marko et al. *
Vaitekenas et al.
Vaitekenas et al.
Vaitekenas et al.
Marko et al. *
Marko et al. *
Marko et al. *
Marko et al. *
Vaitekenas et al.
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Tabelle 13: Fortsetzung

rpoN

waaC
waaF
wbpA

wbpB
wbpD

wbpE
wbpG
wbpH

wbpl
wbpJ
wbpK
wbpL
wbpM

wbpW
wbpX
wbpZ
wzm
wzt
wzx
wzy
wzz

PA4462
PA5011
PA5012
PA3159

PA3158

PA3156

PA3155
PA3150
PA3149

PA3148
PA3147
PA3146
PA3145
PA3141

PA5452
PA5449
PA5447
PA5451
PA5450
PA3153
PA3154
PA3160

RNA-Polymerasefaktor sigma-54
Heptosyltransferase |

Heptosyltransferase Il
UDP-N-acetyl-d-glucosamin-6-Dehydrogenase
UDP-N-acetyl-2-amino-2-deoxy-D-
Glucuronatoxidase
UDP-2-acetamido-3-amino-2,3-dideoxy-D-
Glucuronat-N-acetyltransferase
UDP-2-acetamido-2-deoxy-3-oxo-D-
Glucuronataminotransferase
LPS-Biosyntheseprotein WbpG
Glycosyltransferase WbpH
UDP-2,3-diacetamido-2,3-dideoxy-D-Glucuronate-2-
epimeras

Glycosyltransferase WbpJ

NAD-abghangige Epimerase/Dehydratase
Glycosyltransferase WbpL

Nukleotid-Zuckerepimerase/Dehydratase WbpM
Phosphomannose-lsomerase/Mannose-1-
phosphate-Guanylyltransferase

Glycosyltransferase WbpX
Glycosyltransferase WbpZ
LPS-Effluxtransporter-Membranprotein
ABC-Transporter
O-Antigen-Translokase

B-Band O-Antigen-Polymerase
O-Antigen Kettenldngenregulator

Vaitekenas et al.

Rocchetta et al.
Rocchetta et al.
Rocchetta et al.

Rocchetta et al.

Rocchetta et al.

Rocchetta et al.
Rocchetta et al.
Rocchetta et al.

Rocchetta et al.
Rocchetta et al.
Rocchetta et al.

*

*

*

Vaitekenas et al.

Rocchetta et al.

Rocchetta et al.
Rocchetta et al.
Rocchetta et al.
Rocchetta et al.
Rocchetta et al.
Rocchetta et al.

*

Vaitekenas et al.

Rocchetta et al.

*

*: Eine Resistenz ist nicht beschrieben, aber vermutet, da die entsprechenden Gene fiir Polysaccharid-Antigene, Lipopolysaccharide, O-Antigene oder Typ IV Pili codieren bzw. am CRISPR/Cas-System

beteiligt sind (Vaitekenas et al. 2021).
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Tabelle 14: Vorkommen der 44 Gene bei den P. aeruginosa-Wildstdmmen

DSM ILH ILH ILH ILH ILH ILH ILH
Gen 25641 02759 02678 02680 02763 02774 02778 02781
algA ja ja ja ja ja ja ja ja
algC ja ja ja ja ja ja ja ja
cas6f nein ja nein ja nein nein ja nein
csy1 nein ja nein ja nein nein ja nein
csy2 nein ja nein ja nein nein ja nein
csy3 nein ja nein ja nein nein ja nein
fimT ja nein ja ja ja ja ja ja
fimU ja nein ja ja ja ja ja ja
galU ja ja ja ja ja ja ja ja
gmd ja ja ja ja ja ja ja ja
hmgA ja ja ja ja ja ja ja ja
migA ja ja ja ja ja ja ja ja
PilA ja nein nein nein nein nein nein nein
pilE ja nein ja ja ja ja ja ja
pild ja ja ja ja ja ja ja ja
pilR ja ja ja ja ja ja ja ja
pilT ja ja ja ja ja ja ja ja
pilvV ja nein ja ja ja ja ja ja
pilW ja nein ja ja ja ja ja ja
pilX ja nein ja ja ja ja ja ja
pilY1 ja nein ja ja ja ja ja ja
rmd ja ja ja ja ja ja ja ja
rpoN ja ja ja ja ja ja ja ja
waaC ja ja ja ja ja ja ja ja
waaF ja ja ja ja ja ja ja ja
wbpA nein nein nein nein nein nein nein nein
wbpB nein nein nein nein nein nein nein nein
wbpD nein nein nein nein nein nein nein nein
wbpE nein nein nein nein nein nein nein nein
wbpG nein nein nein nein nein nein nein nein
wbpH nein nein nein nein nein nein nein nein
wbpl nein nein nein nein nein nein nein nein
wbpJ nein nein nein nein nein nein nein nein
wbpK nein nein nein nein nein nein nein nein
wbpL nein nein nein nein nein nein nein nein
wbpM ja ja ja ja ja ja ja ja
wbpW ja ja ja ja ja ja ja ja
wbpX ja ja ja ja ja ja ja ja
wbpZ ja ja ja ja ja ja ja ja
wzm ja ja ja ja ja ja ja ja
wzt ja ja ja ja ja ja ja ja
wzx nein nein nein nein nein nein nein nein
wzy nein nein nein nein nein nein nein nein
wzz nein nein nein nein nein nein nein nein
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