Aus dem Centrum fur Muskuloskeletale Chirurgie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Der Einsatz von Bakteriophagen gegen E. faecalis-Biofilme als
potentielle Therapie bei persistierender apikaler Parodontitis in
einem In-vitro-Modell

The use of bacteriophages against E. faecalis biofilms as a po-
tential therapy for persistent apical periodontitis in an in vitro
model

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae dentariae (Dr. med. dent.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Marie Luise Voit

Datum der Promotion: 30.11.2023






Inhaltsverzeichnis

TabEllENVEIZEICNNIS ... 1]
ADBDIIAUNGSVEIZEICNNIS ... vV
ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS ... Vv
ZUSAMMIENTASSUNG ...ttt e e e e e e e e e et e e e e e e e e e eeennaa e e e aaaaaenees 1
ADSIITACT ... 3
L =1 01 =1 o e PR 5
1.1 EINTUNIUNG e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeenens 5
1.2 WurzelkanalbehandIUung ... 5
1.3 ENteroCoCCuUS fA@CAlIS...............ccouiiiiuiiiiiiiii e 6
1.4 Bakteriophagen ... 7
1.5 Fragestellung ... 8
2. Material und MethodiK .......ccooii e 9
2.1 Bakterienstamme und AntibiotiKa. ... 9
2.2 Isolation, Produktion und Titration von Bakteriophagen............ccccoooviiiiiiiiiiiinnne.n. 9
2.3 Visualisierung der Bakteriophagen mit Transmissionselektronenmikroskopie..... 11
2.4 HOSt RANGE ASSAY .....ooiiiiiiiiiiiii e 11

2.5 Evaluation der antimikrobiellen Phagenaktivitat mit Hilfe der isothermalen

Mikrokalorimetrie (IMC) gegen planktonische E. faecalis-Stamme................cccc......... 12
2.6 Biofilm Time-KilliNg ASSAY ......cccoiiieeicie ettt 12
2.7 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MIC)..........ccccoooiiiiiiiiiiieee.n. 14

2.8 Evaluation der antimikrobiellen Aktivitat von Phagen-Antibiotika Kombinationen

gegen E. faecalis-Biofilm........ oo 14
2.9 Evaluation von bakterieller Resistenzentwicklung gegen Bakteriophagen........... 15
2.10 Visualisierung und Statistik ... 15
3. EIFQEDNISSE ... nnnnnnne 16

3.1 Isolation und Produktion von Bakteriophagen............cccoooooiiiiiiiiiiiiie e, 16



3.2 Visualisierung der Bakteriophagen mit Transmissionselektronenmikroskopie.....17
3.3 HOSt RAGNQE ASSAY ....coeuiiiiiiiiie ettt et e e e e e e e e eean e aaees 19

3.4 Evaluation der antimikrobiellen Phagenaktivitat mit Hilfe der isothermalen

Mikrokalorimetrie (IMC) gegen planktonische E. faecalis-Stamme...............cccccuueeeee 20
3.5 TIME-KIllING ASSAY ... i 21

3.6 Evaluation der antimikrobiellen Aktivitat von Phagen-Antibiotika Kombinationen
gegen E. faecalis-Biofilm........ oo 23

3.7 Evaluation der antimikrobiellen Aktivitat von Phagen-Antibiotika Kombinationen

gegen einen Vancomycin und Gentamicin High-Level resistenten E. faecalis-Biofilm

................................................................................................................................... 26
3.8 Evaluation von bakterieller Resistenzentwicklung gegen Bakteriophagen........... 28
4. DISKUSSION ... 30
4.1 Beurteilung der MethodiK ............oooiiiiiiiiiiiiiiie 30
4.2 Ergebnisse der Host Range Analyse ... 32
4.3 Ergebnisse des Time-Killing ASSAYS .........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 33
4.4 Ergebnisse der isothermalen Mikrokalorimetrie ............cccccoviiiii 33
4.5 Beurteilung der bakteriellen Resistenzbildung gegen Bakteriophagen ................ 34
4.6 Zusammenfassung der ErgebniSSe.........coooviiiiiiiiiii i 35
4.7 Implikation fUr Praxis und FOrsChUNG ............uuuiiiiiiiiiiieecee e 36
5. ScChlUSSTOIGEIUNGEN ... .. e e e e e e 37
LiteraturverzeiChnis ...........oooiiiiiiiiiiiiiiee e 38
Eidesstattliche VersiCherung ............oo oo 42
Anteilserklarung an den erfolgten Publikationen................oooon 43
Auszug aus der Journal Summary List ... 44
Druckexemplar der PUDIIKAtioON ...........eee e 46
LEDENSIAUT ... 60
PUDIKatIONSIISTE ... 63

(D= 1] 6 T=To U] o Vo IO PP PP PPPPPPPPP 64



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Bezeichnung

Tab. 1: Ausgewahlte Bakteriophagen
Tab. 2: Zusammenfassung MIC
Tab. 3: Unterschiedliche Bakteriophagen mit Fundort

Tab. 4: Morphologische Charakteristika

Seite

12

14

16

18



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Bezeichnung

Abb. 1: TEM Visualisierung

Abb. 2: Host Range

Abb. 3: IMC planktonischer E. faecalis-Zellen
Abb. 4: Time-Killing Assay

Abb. 5: IMC Gentamicin und Vancomycin
Abb. 6: IMC Daptomycin und Fosfomycin

Abb. 7: Heat Map der Resistenzentwicklung

Seite
17
19
21
22
24
27

29



Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

ATCC
CcuB
cv
CFU
CVK

°C

EF
EDTA
EPS

Epa

GC

IMC

kV

MHB
MIC
mL
mG
mM

MgSO4

American Type Culture Collection
Charité - Universitatsmedizin Berlin
Colony Variant

Colony Forming Unit

Charité Campus Virchow - Klinikum
Grad Celsius

Daptomycin

Enterococcus faecalis
Ethylenediaminetetraacetic acid
Extracellular Polymeric Substances
Enterococcal polysaccharide antigen
Fosfomycin

Growth Control

Gentamicin

Hour

Isothermal microcalorimetry

Joule

Kilo Volt

Liter

Muller Hinton Broth

Minimal Inhibitory Concentration
Milliliter

Milligram

Millimol

Magnesium sulfate



Abkurzungsverzeichnis

Vi

nM
NaOCI
NC

Ni

PS

PJI
PFU
PIP
PBS
Rpm

SM-Buffer

SD
SE
TEM
TSB
TSA

Tris HCL

VRE

pW

Nanometer

Sodium hypochlorite
Negative Control

Nickel

Parental Strain

Prosthetic Joint Infection
Plagque Forming Unit
Phage Infection Protein
Phosphate Buffered Saline
Revolutions per minute

Sodium Chloride and Magnesium Sul-
phate Buffer

Standard Deviation

Standard Error

Transmission electron microscopy
Tryptic Soy Broth

Tryptic Soy Agar

Tris (hydroxymethyl) aminomethan Hy-
drochlorid

Vancomycin
Vancomycin-Resistant Enterococci
Microwatt

Bacteriophage



Abkurzungsverzeichnis Vi




Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Ziel:

Ziel dieser Studie war es, Bakteriophagen (Phagen) gegen Enterococcus faecalis zu fin-
den und ihre antimikrobiellen Eigenschaften gegen Biofilm zu testen. Aus den Ergebnis-
sen sollte ein potentieller therapeutischer Einsatz gegen apikale Parodontitis bei sekun-
daren und persistierenden Wurzelkanalinfektionen durch E. faecalis abgeleitet werden.
Dafur wurden funf lytische Phagen auf ihre antimikrobielle Aktivitat gegen den von E.
faecalis gebildeten Biofilm untersucht und als Monotherapie entweder mit Phagen oder

einem Antibiotikum oder als Kombinationstherapie durchgefihrt.

Methoden:

Unterschiedliche Abwasserproben aus Berlin wurden mithilfe von 16 klinischen E. fae-
calis Stammen (14 klinische Isolate, darunter ein Vancomycin und Gentamicin High-Level
resistenter Stamm, und zwei ATCC-Stamme) auf die Anwesenheit von lytischen Phagen
untersucht. Anschlieend wurden 5 Phagen ausgewabhlt, die sich durch besonders klare
Lyse-Plaques auszeichneten. In einem Host Range Assay wurde die Wirksamkeit der
ausgewahlten Phagen auf ihre Stammspezifitat untersucht. Die ausgewahlten Phagen
wurden dann mit einem Time-Killing Assay auf ihre Wirksamkeit gegen Biofilmformation
getestet. Alle Phagen, die einen Anti-Biofilm Effekt erzielten, wurden in einem weiteren
Versuch mit verschiedenen Antibiotika kombiniert, um eine komplette Auflésung des Bio-
films zu erzielen. Dafur wurde erneut E. faecalis Biofilm auf porésen Glaskugeln fur 24
Stunden (h) gezlchtet. AnschlielRend erfolgte die Anwendung von Phagen oder Antibio-
tikum als Einzelbehandlung oder eine kombinierte Behandlung. Daflr wurde flr die ver-
wendeten Antibiotika ein Antibiogramm erstellt, um die fur jeden ausgewahlten E. fae-
calis-Stamm zu testenden Antibiotikakonzentrationen zu bestimmen. Gentamicin und
Vancomycin wurden zur Behandlung aller E. faecalis-Stamme verwendet, mit Ausnahme
des Vancomycin- und Gentamicin-resistenten Stammes (VRE), fir den Daptomycin und
Fosfomycin eingesetzt wurden. Um die antimikrobielle Aktivitat nach der Behandlung zu
evaluieren, wurde das Verfahren der isothermalen Mikrokalorimetrie angewandt und die
Warmeproduktion der eventuell verbleibenden Bakterien in Joule (J) Uber 48 h gemes-

sen.



Zusammenfassung 2

Ergebnisse:

Alle getesteten Phagen waren aktiv gegen E. faecalis-Biofilm. Die effektivste Biofilmre-
duktion wurde mit einer kombinierten Behandlung aus Phagen und Antibiotikum erzielt,
wobei die Kombination mit Gentamicin die beste antimikrobielle Wirksamkeit aufwies. Im
Fall des Stammes EF 10 konnte eine vollstandige Zerstérung des Biofilms erreicht wer-
den, wenn die Phagenbehandlung gestaffelt mit Antibiotika erfolgte. In allen anderen Fal-
len wurde nach einer gewissen Zeit der Unterdrickung ein erneutes Wachstum der Bak-
terien beobachtet. Fur den resistenten Stamm VRE EF 04 erzielte die Kombination von

Phagen mit Daptomycin die besten antimikrobiellen Ergebnisse.
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Abstract

Aim:

Five lytic bacteriophages (phages) were evaluated for their antimicrobial activity against
biofilm formed by E. faecalis to investigate their potential use in the treatment of post-
treatment apical periodontitis caused by E. faecalis. Therefore, treatment of the biofilm
was carried out as monotherapy with either phage or antibiotic or as combination therapy
applying first phage and subsequently antibiotic.

Materials and Methods:

Various collected wastewater samples from different sources in Berlin and 16 E. faecalis
strains (14 clinical isolates and 2 ATCC strains) were used to screen for the presence of
lytic phages. Five phages were selected and evaluated for their ability to form plaques
and their virion morphology. To evaluate strain specificity, a host range test was per-
formed for each phage using all 16 E. faecalis strains. In addition, the killing kinetics of
the phages against biofilm were determined using a time-killing assay. To investigate
antibiofilm efficacy, 24 hours (h) biofilms grown on porous glass beads were treated for
24 h either as monotherapy with phage or antibiotics or as a staggered combination ther-
apy with phage followed by administration of one or two antibiotics at increasing concen-
trations. Therefore, an antibiogram was performed with the antibiotics under study to de-
termine the antibiotic concentrations to be tested for each selected E. faecalis strain.
Gentamicin and vancomycin were used to treat all E. faecalis strains except for the van-
comycin- and gentamicin-resistant strain (VRE), for which daptomycin and fosfomycin
were evaluated. Antimicrobial activity was determined by measuring heat production over

48 h by using isothermal microcalorimetry.

Results:

All phages tested showed antibiofilm activity. Staggered treatment with phage and anti-
biotic achieved the strongest biofilm reduction, where the combination with gentamicin
presented the best antimicrobial efficacy. Only in the case of strain EF 10 a complete
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eradication of the biofilm was achieved when phage treatment was combined with antibi-
otics. In all other cases, bacterial regrowth was observed after a period of suppression.
In the case of strain VRE EF 04, a combination treatment with phage followed by dap-

tomycin showed the best antimicrobial outcome.
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1 Einleitung

1.1 Einfuhrung

Die Wurzelkanalbehandlung ist ein wichtiger Bestandteil der zahnarztlichen Praxis und
dient dem Zahnerhalt bei irreversiblen Erkrankungen des Endodonts. Trotz unterschied-
licher Methoden der Dekontamination des Kanalsystems konnen Mikroorganismen ver-
bleiben, die auch nach der Wurzelkanalbehandlung eine Entziindung an der Wurzelspitze
auslosen konnen. Aullerdem ist es moglich, dass sich Wurzelfullungen bei insuffizienten
koronalen Restaurationen erneut infizieren. Enterococcus faecalis ist bei persistierenden
Entzindungen mit hoher Pravalenz nachweisbar. Deswegen sind neuartige Methoden
fur die Beseitigung von Biofilm im Wurzelkanal von groRem Interesse. Bakteriophagen
(Phagen) stellen hier eine vielversprechende Alternative dar.

1.2 Wurzelkanalbehandlung

Die Wurzelkanalbehandlung dient dem Zahnerhalt, wenn sich die Pulpa durch eindrin-
gende Keime irreversibel entziindet hat. Dies geschieht durch die in der Mundhdhle vor-
handenen Bakterien. Kommt es zur Kariesbildung mit Dentinbeteiligung, kdnnen Patho-
gene bis zum Endodont vordringen und die Pulpa infizieren. Wird die Karies nicht recht-
zeitig entfernt, kdnnen sich die Bakterien im Pulpengewebe verbreiten und es kommt zu
einer Pulpanekrose. Etabliert sich der Biofilm im Kanalsystem und dringt bis apikal vor,
kann sich im spaten Stadium der bakteriellen Kontamination eine apikale Parodontitis
entwickeln. Es kommt dabei, infolge entziindlicher Prozesse, zu einem Abbau des peri-
apikalen Gewebes. Auch Uber Zahntraumata, Schmelzrisse und parodontale Taschen
konnen Bakterien aus der Mundhohle das Kanalsystem infizieren (1-4). Um das infizierte
Gewebe zu entfernen, wird das Kanalsystem chemo-mechanisch aufbereitet und desin-
fiziert. Dies beinhaltet die Kanalinstrumentierung mittels endodontischer Feilen und der
chemischen Reinigung mit herkdmmlichen endodontischen Spullésungen wie Natrium-
hypochlorid (NaOCI) und Ethylendiamintetraacetat (EDTA). Anschlie3end wird der ent-
standene Hohlraum luft- und bakteriendicht mit Guttapercha und Sealer verschlossen
und der Zahn mit einer koronalen Restauration versorgt (5). Trotz dieser klinisch etablier-
ten Methode kdnnen Bakterien im Wurzelkanal verbleiben. Ramifikationen, Seitenkanale
und Dentintubuli bieten Bakterien Nischen, die von den Kanalinstrumenten und den Spul-
ldsungen kaum oder gar nicht erreicht werden. Weiterhin kann es zu einer Reinfektion
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des Kanalsystems aufgrund eines erneuten Eindringens von Mikroorganismen bei insuf-
fizienten Restaurationen und Sekundarkaries kommen. Die apikale Parodontitis nach Pri-
marbehandlung zahlt als Hauptgrund fur das Versagen von Wurzelkanalbehandlungen
(6-9).

1.3 Enterococcus faecalis

E. faecalis zahlt zu den grampositiven Bakterien und ist fakultativ anaerob. Es kommt
beim Menschen in der normalen Darmflora vor, kann aber als Pathogen auftreten, wel-
ches lebensbedrohliche Infektionen verursachen kann. Dazu zahlen Meningitis, Endokar-
ditis und Harnwegsinfektionen. AuRerdem wird es mit Protheseninfektionen (PJI) in Ver-
bindung gebracht (10-12). Weiterhin zahlt er zu den relevantesten Erregern von noso-
komialen Infektionen (13). In der Endodontie spielt E. faecalis eine wichtige Rolle, da er
mit einer Pravalenz von bis zu 77 Prozent (%) mit sekundaren und persistierenden Infek-
tionen assoziiert wird (14, 15). E. faecalis besitzt multiple Resistenzmechanismen, die
eine suffiziente Entfernung aus dem Wurzelkanalsystem erschweren. Dazu gehdrt die
Fahigkeit Biofilm zu bilden und tief in die Dentintubuli einzudringen und sich somit den
desinfizierenden Spullésungen wahrend der Wurzelkanalbehandlung zu entziehen (16,
17). Weiterhin ist E. faecalis in der Lage, langere Zeit ohne Substratzufuhr zu Gberleben.
Hierbei wird die Proteinbiosynthese reduziert und die Zellen gehen in die sogenannte
stationare Phase uber, in der sie bis zu 900-fach resistenter gegenuber Natriumhypoch-
lorit sind (18). Zusatzlich ist E. faecalis in der Lage, hohen pH-Werten zu widerstehen.
Kommt es zu einem pH-Wertanstieg, pumpt eine membranstandige H+-K+-ATPase Pro-
tonen und Kationen in das Innere der Zelle, um so den pH-Wert des Zytoplasmas zu
stabilisieren. Erst ein pH-Wert ab 11,5 erzielt einen bakteriziden Effekt (19-21). Dieser
wird im Wurzelkanal selbst durch medikamentdse Einlagen mit Calciumhydroxid nicht
erreicht, was auf die Pufferkapazitat des Dentins zurtckzufluhren ist. Dartber hinaus ist
E. faecalis fahig, Resistenzen gegen Antibiotika zu bilden. Der intensive Gebrauch und
Missbrauch von Antibiotika hat dazu geflihrt, dass bereits vermehrt E. faecalis Stamme
existieren, die Resistenzen gegen Reserveantibiotika wie Vancomycin (VRE) gebildet ha-
ben (22).
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1.4 Bakteriophagen

Phagen sind Viren, die hochspezifisch Bakterien infizieren, um sich in ihnen zu replizie-
ren. Die infizierten Wirtszellen werden bei diesem Prozess lysiert. Mit einer geschatzten
Anzahl von 103" Virionen z&hlen sie zu den am haufigsten vorkommenden Spezies die-
ses Planeten. Phagen werden anhand ihres viralen Genoms charakterisiert, welches als
DNA oder RNA in einem Kapsidkopf enthalten ist, der mit einem Schwanzteil verbunden
sein kann, dessen Ende oft mit Spikeproteinen bestuckt ist (23, 24).

Der erste klinische Einsatz von Phagen wird Félix d’'Hérelle Anfang des 20. Jahrhunderts
in Paris am Institut Pasteur zugeschrieben. D’Hérelle isolierte Phagen aus Stuhlproben
von Patienten, die an Shigellose litten und verabreichte diese Losung einem erkrankten
Patienten, der sich daraufhin vollstandig erholte. Mit dem Bakteriologen George Eliava
grundete Félix d’Hérelle 1938 das ,Eliava Institute of Bacteriophages, Microbiology and
Virology“ in Tbilissi, Georgien, welches bis heute besteht (25, 26).

Bei der therapeutischen Anwendung ist es wichtig, dass nur lytische Phagen verwendet
werden. Das virale Genom kann sich auf zwei Wegen in der Wirtszelle vermehren. Beim
lytischen Zyklus wird nur die virale DNA oder RNA repliziert. Durch Freisetzung der neu
entstandenen Virionen wird die Zelle lysiert und somit zerstort. Dieser Vorgang kann in
verschiedene Teilschritte untergliedert werden. Bei der Adsorption bindet der Phage an
spezifische Rezeptoren auf der Zellmembran der Wirtszelle und injiziert bei der Penetra-
tion die DNA oder RNA in die Zelle. Bei der Transkription wird so in den Metabolismus
der Wirtszelle eingegriffen, sodass nur noch das virale Genom repliziert wird und bei der
Biosynthese virale Proteine synthetisiert werden. Wahrend der Phase der Reifung ent-
stehen aus den viralen Proteinen neue Phagen, die beim Prozess der Lyse freigesetzt
werden und die Wirtszelle zerstoren. Im Vergleich dazu wird beim lysogenen Zyklus das
virale Genom in die Wirts-DNA intergiert und mit ihr zusammen repliziert, es entsteht ein
sogenannter Prophage. Unter bestimmten Bedingungen kénnen auch Prophagen dem
lytischen Zyklus folgen und es kommt ebenfalls zu einer Zerstorung der Wirtszelle. Trotz-
dem sind sie nicht fur einen therapeutischen Einsatz geeignet, weil es innerhalb der Wirts-
zelle zu einem Gentransfer zwischen Phagen und Bakterienzelle kommen kann, die zu

Antibiotikaresistenzen fuhren kénnen (27-29).
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1.5 Fragestellung

In der Zahnmedizin ist die Phagentherapie nahezu unerforscht. In der Literatur lassen
sich bereits Ansatze finden, E. faecalis in verschiedenen Wurzelkanalmodellen mittels
Phagen zu eliminieren. Darunter auch ein Tierversuch, der in einem Rattenmodell nach-
wies, das mit E. faecalis infizierte Rattenzahne, die anschlielfiend mit Phagen behandelt
wurden, eine hohere Desinfektionsrate aufwiesen, als Zahne, welche mit Calciumhydro-
xid, Kampferphenol oder Formaldehydkresol desinfiziert wurden. Alle Studien kommen
zu dem Ergebnis, dass E. faecalis reduziert, aber nicht vollstandig eliminiert werden kann
(30-32).

In dieser Studie soll geklart werden, ob es mdglich ist, schnell und effizient gegen meh-
rere E. faecalis Stamme Phagen zu finden und in hohen Titern zu produzieren, darunter
auch ein Stamm, der gegen Vancomycin und Gentamicin High-Level resistent ist. An-
schlielend sollen ausgewahlte Phagen im Hinblick auf ihre antimikrobielle Wirkung ge-
gen Biofilm mittels unterschiedlicher Methoden (Time-Killing Assay, isothermale Mikro-
kalorimterie) qualitativ und quantitativ untersucht werden. Weiterhin soll die Frage geklart
werden, ob eine Kombination der Phagen mit Antibiotika bessere antimikrobielle Effekte
gegen E. faecalis aufweist, als die alleinige Dekontamination mittels Phagen. Sollte es in
den Versuchen zu keiner kompletten Beseitigung des Biofilms kommen, muss exempla-
risch untersucht werden, ob die verbliebenen Bakterien Resistenzen gegen die Phagen
entwickelt haben. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag fur die Grundlagenforschung

der potenziellen Anwendung von Phagen in der Endodontie leisten.
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2. Material und Methodik

2.1 Bakterienstamme und Antibiotika

Insgesamt wurden fur diese Studie 16 E. faecalis Stamme verwendet. Davon waren 14
aus klinischen Isolaten, darunter ein Vancomycin und Gentamicin resistenter Stamm und
zwei ATCC-Stamme (19433, 29212). Jeder Stamm wurde auf einer Tryptic Soy Agar
(TSA, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) Agarplatte ausplattiert und fur 24 h bei 37
°C inkubiert. Danach wurde mit jeweils einer Bakterienkolonie eine Kultur in 2 mL Tryptic
Soy Broth (TSB, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) angelegt und ebenfalls fir 24 h
bei 37 °C inkubiert. Mit dieser Kultur wurde von jedem Stamm ein 25 prozentiger Glyce-
rolstock angelegt und bei -20 °C gelagert.

Antibiotika wurden beim jeweiligen Hersteller erworben: Gentamicin (Ratiopharm, Ulm,
Deutschland), Vancomycin (Hexal, Holzkirchen, Deutschland), Daptomycin (Novartis,
Basel, Schweiz) und Fosfomycin (InfectoPharm, Heppenheim, Deutschland). Fur die Ver-
suche mit Antibiotika wurde Muller Hinton Broth (MHB, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
verwendet und fur die Verwendung von Daptomycin und Fosfomycin mit 50 mg/L Calci-
umchlorid ggf. 25 mg/L Glucose-6-Phosphat angereichert.

2.2 Isolation, Produktion und Titration von Bakteriophagen

In Berliner Klarwerken wurden unterschiedliche Abwasserproben gesammelt und auf An-
wesenheit von Phagen untersucht. Dafur wurden 50 mL von jeder Abwasserprobe in ei-
nen sterilen 250 mL Erlenmeyerkolben gegeben und mit 50 uL Bakteriensuspension von
allen 16 Stammen angereichert. Die jeweilige Suspension wurde aus dem Glycerolstocks
gewonnen. Dazu wurden 20 pL der Bakterienkultur mit 2 mL TSB vermengt und fur 24 h
bei 37 °C inkubiert. Die angereicherten Abwasserproben wurden anschliel3end fur 24 h
inkubiert (37 °C, 150 rpm). Im nachsten Schritt wurde die Probe mit 0,22 um Filtern
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) gefiltert.

Um Phagen in der Abwasserprobe nachzuweisen, wurde ein Top-Agar Overlay Spot As-
say (33) mit jedem der 16 Stamme durchgefuhrt. Dazu wurden 100 pL der Uber Nacht
inkubierten Bakterienldsung mit 5 mL Top-Agar (TSB + 6 g/L Agar) vermengt. Anschlie-
Rend wurden 10 uL jeder gefilterten Abwasserprobe auf die 16 Agarplatten mit den 16
unterschiedlichen E. faecalis Kulturen getropft und fur 24 h bei 37 °C inkubiert. Nach der
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Inkubationszeit wurden alle Platten auf Lyse-Zonen untersucht und bei negativen Resul-
taten verworfen. Bei Vorhandensein eines klaren Lyse-Hofes wurde mit einer sterilen
Pasteurpipette eine Probe des lysierten Top Agars entnommen, um die Phagen weiter
zu isolieren. Fur diesen Schritt wurde, wie bereits beschrieben, eine Top-Agar Platte mit
dem jeweils korrespondierenden Wirtsstamm hergestellt und mit der Pasteurpipette bis
zu 20-mal horizontal im Top-Agar vorsichtig eingestochen. Die Einstichstellen wurden
anschlieRend mit einem sterilen Papierstreifen von oben nach unten Uber die ganze
Platte verstrichen, um die Phagen uUber die ganze Platte zu verteilen und um eine maxi-
male Replikation zu gewahrleisten. Nach einer Inkubationszeit von 24 h bei 37 °C konn-
ten die einzelnen Phageplaques nach morphologischen Kriterien (GrofRe, Lyse, Vorhan-
densein einer Halo-Struktur) bewertet werden. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt,
um homogene Plaques zu erhalten. Danach erfolgte die Produktion der jeweiligen Pha-
gen. Hierzu wurde bei der letzten Wiederholung der Isolation 5 mL SM-Phage-Puffer (Sa-
line Magnesium Buffer, 10 mM Tris-HCL, pH 7.8, 1 mM MgSOQa4) hinzugegeben, mit Ver-
schlussfolie (Parafilm M, Bemis, Neenah, Wisconsin, USA) isoliert und fur 24 h bei -4 °C
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde der SM-Buffer in einen 50 mL Falcon Uberfuhrt,
bei 4 °C, 20 Minuten und 7830 rpm zentrifugiert und anschlieend mit sterilen 0,22 pm
Filtern gefiltert. Um den Phagentiter zu bestimmen, wurde eine zehnfache Verdlinnungs-
reihe der produzierten Phagenldsung erstellt und 10 yL der jeweiligen Verdunnung auf
eine Agarplatte mit Top-Agar von dem entsprechenden Wirtsstamm aufgetragen, fur 24

h inkubiert und nach Formel 1 ausgewertet.

Formel 1.

) ) No. of bacteriophage plaques formed x Dilution factor
Bacteriophage titer (PFU/mL) =

Volume of bacteriophage sample (mL)

Anhand der Plaguemorphologie und der Produzierbarkeit, wurden vier Phagen fur die
weiteren Experimente ausgewahlt. Aulerdem konnte ein Phage gegen den multiresis-
tenten Stamm EF 04 gefunden werden, der ebenfalls bei weiteren Versuchen untersucht

wurde.
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2.3 Visualisierung der Bakteriophagen mit Transmissionselektronenmikroskopie

Um die Phagen visuell darzustellen, wurde die Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) verwendet. Hierfur wurden eine Probe von 15 pyL des Phagenpraparats auf Para-
film gegeben, bevor es auf ein Ni-Gitter (G2430N; Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland),
das mit Kohlenstoff beschichtet und glihend entladen wurde (Leica MED 020, Leica
Microsystems, Wetzlar, Deutschland), Ubertragen und fur 10-15 Minuten bei Raumtem-
peratur adsorbiert wurde. Die Gitter wurden dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen
und dann 20 Sekunden lang mit 1 prozentigem wassrigen Uranylacetat (SERVA Electro-
phoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) behandelt, um eine Negativfarbung zu erzie-
len. Die Uberschussige Farbung wurde mittels Filterpapier entfernt, an der Luft getrocknet
und dann mit einem Zeiss EM 906 Mikroskop (Carl Zeiss Mikroskopie Deutschland, Ober-
kochen, Deutschland) bei einer Spannung von 80 kV im TEM abgebildet. Die GroRe der

Phagen wurde mit dem Bildbearbeitungsprogramm ImageJ ausgewertet.

2.4 Host Range Assay

Alle funf isolierten Phagen wurden auf allen 16 E. faecalis Stammen getestet, um ihr
Wirkspektrum zu bestimmen. Mit der Top-Agar Overlay Spot Assay Methode wurde die
Lsye-Aktivitat aller Phagen bestimmt. Dazu wurde von jedem Stamm eine Kultur angelegt
(20 uL des jeweiligen Glycerolstocks vermengt mit 2 mL TSB-Medium, inkubiert bei 37
°C fur 24 h). Anschlief3end wurden 100 pL dieser Kultur zu 4 mL Top-Agar hinzugegeben
und auf eine TSA-Platte gegossen (runde Petri Schalen 100 mm x 15 mm) und bei Raum-
temperatur getrocknet. Danach wurden von jeder Phagenldsung zehnfache Serienver-
dinnungen in PBS hergestellt und davon jeweils 10 uL auf die vorbereiteten Agarplatten
gegeben, getrocknet und bei 37 °C fur 24 h inkubiert. Bei der darauffolgenden Analyse
wurden klare Kreisformationen und Plaque-Bildung mit gegebenenfalls vorhandener
Halo-Struktur auf den gewachsenen Bakterienrasen also Indikator fur die Lyse-Aktivitat
der Phagen gewertet. Tribe Veranderungen wurden als eventuelle Aktivitat von lysoge-
nen Phagen interpretiert und nicht in die Auswertung als positives Ergebnis mit einbezo-

gen.
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2.5 Evaluation der antimikrobiellen Phagen-Aktivitat mit Hilfe der isothermalen

Mikrokalorimetrie (IMC) gegen planktonische E. faecalis Stamme

Zusatzlich zum Time-Killing Assay wurde die Wirksamkeit gegen E. faecalis Biofilm aller
ausgewahlten Phagen mithilfe des Kalorimeters TAM Ill (TA Instruments, New Castle,
DE, USA) untersucht. Wie bereits beschrieben, wurde zunachst von jedem E. faecalis
Stamm ein 24 h alter Biofilm auf sterilen porésen Glaskugeln (ROBU®, Hattert, Deutsch-
land) gezuchtet. Anschlielend wurden die Glaskugeln dreimal in steriler Kochsalzldsung
gewaschen, um planktonische Bakterienzellen zu entfernen und in sterile Glasampullen
mit 500 pL frischer Nahrlésung (TSB) Uberfihrt. Waren auf der Glaskugel noch Uberle-
bende Biofilm-Zellen vorhanden, konnte in dem Fall eine Warmeentwicklung (in yW) ge-
messen werden. Die Messung erfolgte Uber 48 h. Dieser Versuch erfolgte in zwei unab-
hangigen Experimenten in Duplikaten.

2.6 Biofilm Time-Killing Assay

Vier Phagen mit unterschiedlichen Kriterien wurden ausgewahlt (Tabelle 1) und in einem
ersten Schritt auf ihre antimikrobielle Aktivitat gegen E. faecalis Biofilm mit Hilfe eines
Time-Killing Assays quantifiziert. Die bakterizide Aktivitat wurde hier als eine Reduktion
der Bakterien in CFU/mL um das mehr als 3 log1o-fache, was einer Abnahme des Biofilms
um 99,9% entspricht (34).

Tabelle 1. Ausgewahlte Bakteriophagen mit unterschiedlichen Charakteristika (eigene

Darstellung).
CuB_EFO03 Kleine, klare Phage Plaques
CUB_EF06 Grolde, klare Phage Plaques
CUB_EF10 Stark ausgepragter Halo
CUB_EF14 Groltes Wirkspektrum

Zunachst wurde von jedem E. faecalis Wirtsstamm eine Kultur angelegt. Dafur wurden 2
mL TSB mit 20 yL aus dem Glycerolstock vermengt und bei 37 °C flir 24 h inkubiert und
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anschlie®end mit frischem TSB in einem Verhaltnis von 1:100 verdiunnt. Um E. faecalis-
Biofilm zu zlchten, wurden sterile Glaskugeln in einer 24-Well-Plate (Corning Inc., Corn-
ing, USA) mit jeweils 1 mL der Bakterienlosung bedeckt und fur 24 h inkubiert (37 °C, 150
rpm). Nach der angegebenen Inkubationszeit wurden alle Glaskugeln in 0,9% steriler
Kochsalzlésung gewaschen, um planktonische Bakterienzellen zu entfernen und an-
schliefend in Eppendorf Zentrifugenréhrchen mit 1 mL frischem TSB Uberfuhrt. Diese
wurden dann mit der korrespondierenden Phagenlésung mit einem Titer von 108 PFU/mL
versetzt und fur verschiedene Zeitraume von 0 h, 2 h, 4 h, 6 h und 24 h bei 37 °C inkubiert.
Um die verbliebenen Zellen des Biofilms von der Glaskugel zu |6sen, wurden die Glas-
kugeln nach jedem Zeitpunkt fir 10 Minuten bei 40 kHz und 0.2 W/cm? in den Sonikator
gegeben (BANDELIN electronic, Berlin, Deutschland). Anschlie3end wurde die Glasku-
gel entfernt und das Sonikat zentrifugiert (1 min, 16000 x g, 4 °C). Das hierbei entstan-
dene Bakterienpellet wurde von der Uberstehenden Flussigkeit getrennt und erneut mit 1
mL PBS versetzt. Dieser Schritt wurde insgesamt viermal wiederholt. Ziel war es hierbei,
noch vorhandene Phagen aus der Probe zu entfernen. Nach viermaligem Waschen
wurde das Bakterienpellet ein letztes Mal mit 1 mL PBS resuspendiert und anschliel3end
eine zehnfache Serienverdiinnung hergestellt, die auf eine Agarplatte mit 10 uL Tropfen
aufgetragen wurde und im letzten Schritt fur 24 h bei 37 °C inkubiert wurde. Zur Auswer-
tung wurden die gewachsenen Kolonien ausgezahlt und die bakterielle Konzentration

nach Formel 2 berechnet:

Formel 2.

) No. of colonies counted x Dilution factor
Bacterial Count (CFU/mL) =

Volume in mL spread on culture plate

Insgesamt wurde dieses Experiment in zwei unabhangigen Versuchen in Duplikaten
durchgefuhrt und die Ergebnisse als Mittelwert + der Standardabweichung (SD) darge-
stellt und graphisch als Bakterienanzahl (CFU/mL) Uber die Zeit (in h) dargestellt. Hierfur
wurde die Software GraphPad Prism verwendet (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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2.7 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration

Fir jedes Antibiotikum wurde die Konzentration bestimmt, die ein sichtbares Wachstum
von E. faecalis Bakterien in einer Suspension verhindert (MIC). Zunachst wurden Serien-
verdunnungen der in Frage kommenden Antibiotika in MHB hergestellt. Weitergehend
wurde von jedem betreffenden E. faecalis Stamm ein Inokulum mit einer ungefahren Kon-
zentration von 10 CFU/mL mithilfe einer McFarland 0.5 Standardlésung hergestellt und
anschlieend mit MHB in einem Verhaltnis von 1:100 verdunnt. Anschlieend wurden
100 pL der Bakterienldsung in 24-Well-Plates gegeben und mit 100 pL der korrespondie-
renden Antibiotikaverdiinnung vermengt (bakterielle Endkonzentration von 5 x 10°
CFU/mL) und fur 24 h bei 37 °C inkubiert. Die minimale Hemmkonzentration des jeweili-
gen Antibiotikums wurde als die Antibiotikakonzentration definiert, die gerade noch sicht-
bares Bakterienwachstum verhindert. Die Trubung der Well-Plates wurde mit einem
Spektrophotometer ermittelt. Tabelle 2 fasst die unterschiedlichen Hemmkonzentrationen

Zusammen.

Tabelle 2. Zusammenfassung der minimalen Hemmkonzentration (MIC) verschiedener
Antibiotika gegen planktonische E. faecalis Stamme (modifiziert nach Voit M, Trampuz A,
Gonzalez Moreno M, 2022).

Antibiotika  MIC EF 03 MIC EF 06 MIC EF 10 MIC EF 14 MIC EF 04

Vancomycin 2 ug/mL 2 ug/mL 2 ug/mL 2 ug/mL -
Gentamicin 64 ug/mL 64 ug/mL 128 pg/mL 64 ug/mL -
Fosfomycin - - - - 32 ug/mL

Daptomycin - - - - 8 ug/mL

2.8 Evaluation der antimikrobiellen Aktivitat von Phagen-Antibiotika Kombinatio-

nen gegen E. faecalis Biofilm

Fir diesen Versuch wurde erneut E. faecalis Biofilm auf porésen Glaskugeln fur 24 h
gezuchtet und anschlieBend mit dem korrespondierenden Phagen mit einem Titer von
108 PFU/mL behandelt. Nach vier Stunden wurde fiir die Stamme EF 03, EF 06, EF 10

und EF 14 die Antibiotika Vancomycin und Gentamicin allein oder in Kombination mit
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unterschiedlicher MHK dazugegeben und die Glaskugel fur 24 h bei 37 °C inkubiert. Fur
den Vancomycin und Gentamicin High-Level resistenten Stamm EF 04 wurden Fosfomy-
cin und Daptomycin verwendet. Nach der Inkubationszeit wurden die Glaskugeln dreimal
in steriler Kochsalzldsung gewaschen und in Glasampullen mit 500 yL TSB Uberfuhrt und
anschlieend ins Kalorimeter inseriert. Wie bereits beschrieben, wurde hier der Warme-
entwicklung (in J) von noch vorhandenen Bakterienzellen Uber 48 h gemessen und an-

schliefend ausgewertet.

2.9 Evaluation von bakterieller Resistenzentwicklungen gegen Bakteriophagen

Um zu bestimmen, ob es sich nach der Behandlung noch vorhandenen Bakterien um
mutierte Zellen handelt, wurden in dem Fall von EF 10 und EF 14 nach 48 h Messung mit
dem Mikrokalorimeter die Uberstande auf TSB Agarplatten ausplattiert und fiir 24 h inku-
biert (37 °C). Anschliel3end wurde eine Kolonie entnommen und damit eine Kultur in TSB
angelegt und ebenfalls fir 24 h inkubiert. Mit der Top-Agar Overlay Methode wurden dann
die Ausgangsphagen CUB_EF10 und CUB_EF14 auf die Bakterien mit Verdacht auf Mu-
tation gespottet (EF 10 CV, EF 10 CV). Um zu beurteilen, ob durch die potentielle Muta-
tion Phagen, die vorher keine Lyse-Aktivitat gegen den EF 10 und EF 14 aufwiesen, nun
Lyse-Aktivitat zeigten, wurden ebenfalls CUB_EF03 und CUB_EF 06 auf EF 10 CV und
EF 14 CV gespottet und fur 24 h bei 37 °C inkubiert. Waren nach 24 h keine Lyse-Zonen
sichtbar, wurden die mutierten Stamme EF 10 CV und EF 14 CV als resistent gegen die
Ausgangsphagen beurteilt.

2.10 Visualisierung und Statistik

Die Visualisierung der Daten aus den Abbildungen 2, 3, 4 und 7 erfolgte mit GraphPad
Prism 6 fur Windows (GraphPad Software, San Diego, California USA). Die Daten aus
den Abbildungen 5 und 6 wurden mit Hilfe von R Studio (RStudio Team (2020). RStudio:
Integrated Development for R. RStudio, PBC, Boston) und Microsoft Excel 2016 bearbei-
tet und visualisiert.

Fir die Erstellung der Graphen von Abbildung 5 und 6 wurde der Mittelwert + SE verwen-
det. FUr die statistische Analyse von Abbildung 4 wurde ein Two-Sided Student’s Test
durchgefuhrt (GraphPad Prism 6) und P-Werte <0.05 wurden als signifikant bewertet.



Ergebnisse 16

3. Ergebnisse

3.1 Isolation und Produktion von Bakteriophagen

Als gute Quelle fur Phagen gegen E. faecalis erwiesen sich Abwasser (Zulaufwasser und
Klarschlamm) aus dem Klarwerk Ruhleben und Rudow (Berliner Wasserbetriebe). Wei-
tere Quellen, wie das Abwasser des Virchow Klinikums Berlins, Abwasser aus privaten
Klargruben von Einfamilienhausern, Schweinedung und die Untersuchung von alten
Spulschwammen zeigten keine positiven Resultate.

Die erfolgreiche Produktion (Vermehrung) mit korrespondieren Titern der Phagen
CUB_EF03, CUB_EF04, CUB_EF10, CUB_EF14 fasst Tabelle 3 zusammen.

Tabelle 3. Unterschiedliche Bakteriophagen (CUB_EF) mit dazugehorigem E. faecalis
Wirtsstamm (EF), Fundort KW R (Klarwerk Ruhleben, Berlin) und KWR RD (Klarwerk

Rudow, Berlin) und korrespondierender Titer der Phagen-Produktion in PFU/mL (eigene

Darstellung).
L S B [T S LA D
CUB_EFO3‘EFO3KVVR3X1O“’
CUB_EF04 EFO04 KW RD 3x 108
CUB_EF06 EF06 KW R 9x 10°
CUB_EF10 EF10 KW R 2x10°
CUB_EF14 EF14 KW R 2x 107
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3.2 Visualisierung der Bakteriophagen mit Transmissionselektronenmikroskopie

Die Morphologie der isolierten Phagen CUB_EF03, CUB_EF04, CUB_EF06, CUB_EF10
und CUB_EF14 wurde mittels TEM untersucht (Abbildung 1). Daraus ergab sich, dass
vier Phagen (CUB_EF03, CUB_EF06, CUB_EF10, CUB_EF14) eine Siphovirus-Morpho-
logie aufwiesen. Sie bestanden aus einem ikosaedrischen Kapsidkopf und einem non-
kontraktilen Schwanz ohne Schwanzfasern. CUB_EF 04 konnte der Podovirus-Morpho-
logie zugeordnet werden, mit den dafur typischen Charakteristika eines ikosaedrischen
Kapsidkopf und einem kurzen, non-kontraktilen Schwanz. Tabelle 4 fasst die GréRenver-

haltnisse der oben genannten Phagen zusammen.

Abbildung 1. TEM-Visualisierung der Bakteriophagen (A) CUB_EFO03, (B) CUB_EF04,
(C) CUB_EFO06, (D) CUB_EF10, (E) CUB_EF14 (aus Voit M, Trampuz A, Gonzalez Mo-
reno M, 2022).
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Tabelle 4. Zusammenfassung der Vermessung unterschiedlicher morphologischer Cha-
rakteristika (Durchmesser (d) des Kapsidkopfes, Schwanzlange- und Breite in nm, Lange

der Schwanzspitze) verschiedener Bakteriophagen mit Imaged (https://imagej.nih.gov/ij/)

(eigene Darstellung).

188,15 8,91
CUB_EF04 45,18 21,73 - -
CUB_EF06 54,48 195,76 7,79 E
CUB_EF10 64,12 189,72 11 22,6
CUB_EF14 59,45 200,56 9,73 16,31
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3.3 Host Range Assay

Die Analyse der Host Range ergab, dass alle getesteten Phagen ein unterschiedliches
Wirtsspektrum besalien, wobei der Phage CUB_EF14 die meisten Stamme infizieren
konnte (44%). CUB_EF 10 hingegen zeigte nur lytische Aktivitat gegen den eigenen
Wirtsstamm EF 10. Von 16 E. faecalis Stammen zeigten sich insgesamt funf davon (31%)

resistent gegen alle getesteten Phagen.

[ Not susceptible [l Susceptible

ATCC 19433
ATCC 29212
EF 03
EF 04
EF 05
EF 06
EF 07
EF 08
EF 09
LI 10
EF 11
EF 12
LI 13
EF 14
EF 15
EF 16

Bacterial strain

NE QQ')& o

& D >
ij? </<» 45‘,5 Q,f Qf;‘
ST S

Bacteriophage

Abbildung 2. Host Range von funf Bakteriophagen gegen 16 unterschiedliche E. faecalis
Stamme. Grine Felder markieren die Anfalligkeit des E. faecalis Stammes gegentber
dem jeweiligen Bakteriophagen an. Graue Felder zeigen die Nicht-Anfalligkeit der Bakte-
rien gegenuber den getesteten Bakteriophagen (aus Voit M, Trampuz A, Gonzalez Mo-
reno M, 2022).
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3.4 Evaluation der antimikrobiellen Phagen-Aktivitat mit Hilfe der isothermalen

Mikrokalorimetrie (IMC) gegen planktonische E. faecalis Stamme

In diesem Versuch wurde die antimikrobielle Aktivitat der Phagen in unterschiedlichen
Titern (10%, 108, 107, 10® PFU/mL) von CUB_EF03, CUB_EF06, CUB_EF10 und
CUB_EF14 gegen planktonische E. faecalis Bakterien getestet. Es handelte sich hierbei
um eine Echtzeitmessung. Auffallig war, dass bei allen Phagen ab dem Zeitpunkt 1 h bis
2 h eine ausgepragte Reduktion der Warmeentwicklung und somit eine Verringerung des
Bakterienwachstums zu beobachten war, vor allem bei héheren Titern ab 107 und 108
PFU/mL. Nach ca. 5 h kam es bei EF 03, EF 10 und EF 14 zu einem erneuten Anstieg
der Warmeentwicklung. Bei EF 06 konnte fiir die Titer 10 und 108 PFU/mL eine komplette
Einstellung der Warmeproduktion vermerkt und somit von einer vollstandigen Beseitigung
der planktonischen Zellen ausgegangen werden. Demnach scheinen hohere Titer bei der
Applikation von Phagen einen besseren antimikrobiellen Effekt zu erzielen. Weiterhin las-
sen die anderen Ergebnisse vermuten, dass auch planktonische E. faecalis-Zellen in der
Lage sind, gegen Phagen Resistenzen zu bilden, was den erneuten Anstieg der Wachs-

tumskurven erklart.
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Abbildung 3. Heat Flow (in yW) von unterschiedlichen E. faecalis-Wirtsstammen (A) EF
03, (B) EF 06, (C) EF 10, (D) EF 14 unbehandelt (GC) oder in Kombination mit korres-
pondierenden Bakteriophagen (¢) CUB_EF03, CUB_EF06, CUB_EF10, CUB_EF14 in
unterschiedlichen Titern (10°, 10°, 107, 108 PFU/mL) Uber 48 h gemessen (eigene Dar-
stellung).

3.5 Time-Killing Assay

Alle getesteten Phagen waren in der Lage, den Biofilm zu reduzieren, wobei bei
CUB_EFO03 und CUB_EF14 eine signifikante Reduktion beobachtet werden konnte. Die
groldte antimikrobielle Aktivitat konnte bei CUB_EF10 verzeichnet werden. Hier erfolgte
eine Abnahme der Bakterien um bis zu 3 log1o (99,9%) nach ca. 4 h. Bei allen getesteten
Phagen zeigte sich, dass der Zeitpunkt der grof3ten bakteriellen Reduktion bei 4 bis 6 h
lag und anschlieRend das Bakterienwachstum wieder anstieg, bis es nahezu nach 24 h
dem Wert der Wachstumskontrolle entsprach. Dies wurde als Hinweis auf eine mogliche

Resistenzentwicklung der Bakterien gegen den entsprechenden Phagen gewertet.
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Abbildung 4. Time-Killing Assay unterschiedlicher E. faecalis Wirtsstammen (A) EF 03,
(B) EF 06, (C) EF 10, (D) EF 14 nach Behandlung mit dem jeweils korrespondierenden
Bakteriophagen (Titer 108 PFU/mL) (A) CUB_EF03, (B) CUB_EF06, (C) CUB_EF10, (D)
CUB_EF14 im Vergleich zur unbehandelten Wachstumskontrolle (Untreated) mit Mes-
sungen der verbliebenen Bakterien in CFU/mL nach 2 h, 4 h, 6 h und 24 h. Mit (*) ge-

kennzeichneten Bereiche weisen die Bereiche mit einer signifikanten Abnahme des Bio-

films aus (aus Voit M, Trampuz A, Gonzalez Moreno M,2022).
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3.6 Evaluation der antimikrobiellen Aktivitat von Phagen-Antibiotika Kombinatio-

nen gegen E. faecalis Biofilm

Die Bestimmung der MIC ergab, dass Gentamicin und Vancomycin wirksam gegen EF
03, EF 06, EF 10 und EF 14 waren und der gegen Gentamicin High-Level und Vancomy-
cin resistente Stamm EF 04 Sensibilitat gegen Fosfomycin und Daptomycin aufwies. Die
antimikrobielle Wirkung von Phagen, Antibiotika und Phagen-Antibiotika-Kombinationen
wurde anhand der Warmeentwicklung der nach der Behandlung noch vorhandenen Bak-
terienzellen auf den Glaskugeln gemessen, die nach 24 h mit frischem Medium in das
Mikrokalorimeter inseriert wurden. Die akkumulierte Warmeentwicklung wurde Gber 48 h

detektiert. Die Ergebnisse fasst Abbildung 5 zusammen.
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Abbildung 5. Darstellung der Warmeentwicklung (J) von E. faecalis Biofilmen (A) EF 03,
(B) EF 06, (C) EF 10 und (D) EF 14 nach der Behandlung mit dem jeweiligen Phagen (¢
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mit Titer von 108 PFU/mL), Gentamicin (G), Vancomycin (V) in unterschiedlichen Kon-
zentrationen (1x MIC, 10x MIC, 100x MIC) oder nach der zeitlich gestaffelten Exposition
mit Phagen-Antibiotika-Kombinationen (¢ + Antibiotika). Jede Kurve verbildlicht, die von
den nach der 24 h-Behandlung noch lebensfahigen Bakterienzellen im Biofilm produ-
zierte, akkumulierte Warme. GC bezeichnet die Wachstumskontrolle des jeweiligen E.
faecalis Stamm ohne Zugabe von Phage oder Antibiotikum. NC steht fir die Negativkon-
trolle als Nachweis fur die Sterilitat der Nahrmedien. Die Graphen wurden mit RStudio
erstellt und zeigen den Mittelwert (durchgehende Linien) + SE (transparente Bander) (aus
Voit M, Trampuz A, Gonzalez Moreno M, 2022).

Betrachtet man zunachst die Auswirkung auf die Warmeentwicklung bei alleiniger Be-
handlung des Biofilms mit Antibiotika, zeigte sich eine anfangliche Verzégerung der War-
mekurve von bis zu 8 h bei der hochsten Konzentration (100x MIC) von Vancomycin und
Gentamicin die sich aber nach 48 h dem Wert der Wachstumskontrolle (GC) ahnelte.
Vergleicht man hierzu die Kurven, bei denen der Biofilm nur mit Phagen behandelt wurde,
unterschieden diese sich kaum von der Wachstumskontrolle. Dies bestatigt die Ergeb-
nisse des Time-Killing-Assays, dass die Bakterien nach einer gewissen Zeit wieder an-
fangen zu wachsen, was in Verbindung mit Resistenzentwicklung der Bakterien gegen
die Phagen stehen konnte.

Basierend auf den Ergebnissen des Time-Killing Assays, wurden bei der Behandlung mit
Phagen-Antibiotika-Kombinationen zuerst die Phagen und nach 4 h das jeweilige Antibi-
otikum in unterschiedlichen Konzentrationen (1x MIC, 10x MIC, 100x MIC) hinzugegeben
und far weitere 20 h inkubiert.

Allgemein zeigte sich, dass alle Phagen-Antibiotika-Kombinationen ein besseres Ergeb-
nis erzielten, als die einzelne Testung von Phagen oder Antibiotikum. Die kombinierte
Exposition zeigte langere Unterdrickung der Warmeentwicklung, eine geringere Warme-
produktion oder sogar ein volliges Fehlen von Warme wahrend der gesamten Messdauer
von 48 h. Vergleicht man die Wirkung von Gentamicin und Phagen mit der von Vanco-
mycin und Phagen, zeigt sich, dass die Kombination mit Gentamicin bei allen E. faecalis
Stammen einen hdheren antimikrobiellen Effekt erzielte, mit Ausnahme von EF 06, wo
ein ahnliches Ergebnis mit beiden Antibiotika in Kombination mit Phagen erzielt werden
konnte. Aul3erdem zeigte sich, dass vor allem bei hoheren Konzentrationen von Genta-
micin (10x MIC, 100x MIC) die Warmeentwicklung fur langere Zeit unterdruckt werden

konnte. Im Falle von EF 10 flUhrten alle Konzentrationen in Kombination mit den Phagen
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zu einer kompletten Inhibition der Warmeentwicklung. Dies korreliert mit dem Fehlen bak-
terieller Proliferation Uber einen Zeitraum von bis zu 48 h, was auf eine signifikante Ver-
ringerung der Biofilm-Zellzahl oder eine vollstandige Ausrottung des Biofilms hindeutet.
Ein weiterer experimenteller Ansatz war die Kombination von Phagen mit beiden Antibi-
otika in unterschiedlichen Konzentrationen, um potenziell positive oder negative Wech-
selwirkungen zwischen den Antibiotika und den Phagen zu ermitteln. Im Ergebnis wurden
meist negative oder keine Wechselwirkungen fur die kombinierte antibiotische Aktivitat
nachgewiesen. Fur die Stamme EF 03, EF 10 und EF 14 zeigte sich beispielsweise, dass
die Kombination ausschliellich Phage und Gentamicin eine starkere Unterdrickung der
Warmeentwicklung erzielte, als wenn Phagen und Gentamicin zusatzlich mit Vancomycin
kombiniert wurden. Nur im Fall von EF 06 zeigte sich die Kombination Phage und beider
Antibiotika mit einem Titer von 10x MIC Uberlegen gegenuber der Einzelkombination

Phage und Gentamicin bei gleicher Konzentration (10x MIC).

3.7 Evaluation der antimikrobiellen Aktivitat von Phagen-Antibiotika Kombinatio-
nen gegen einen Vancomycin und Gentamicin High-Level resistenten E. faecalis
Biofilm

Ahnlich wie bei den im Abschnitt 3.6 beschriebenen Versuchen wurden verschiedene
Antibiotika in Kombination mit Phagen gegen E. faecalis Biofilm getestet. Da es sich bei
dem Stamm EF 04 um einen gegen Vancomycin und Gentamicin resistenten Stamm
handelte, wurden hier die Antibiotika Daptomycin und Fosfomycin verwendet, die sich bei
der Bestimmung der MIC als wirksam erwiesen. In Abbildung 6 werden die Resultate
zusammengefasst dargestellt.

Bei der alleinigen Gabe von Daptomycin konnte eine dosisabhangige Wirkung verzeich-
net werden. Je hoher die Konzentration von Daptomycin, desto langer wurde die Warme-
entwicklung unterdrickt, bei der Konzentration von 100x MIC bis zu 16 h. Im Vergleich
dazu, wurde bei Fosfomycin, unabhangig von der verabreichten Dosis, eine ahnliche Ak-
tivitat beobachtet, die der Wachstumskontrolle (GC) glich. Wurden die Proben nur mit
Phagen behandelt, konnte eine leichte Verzogerung um bis zu drei Stunden beobachtet
werden. Betrachtet man nun die Ergebnisse der kombinierten Anwendung von
CUB_EF04 und Daptomycin, zeigt sich bei allen Konzentrationen eine erhdhte antimik-
robielle Wirkung. Das beste Ergebnis erzielte die Kombination CUB_EF04 mit Daptomy-
cin 100x MIC. Hierbei konnte eine Unterdrickung der Warmeproduktion von bis zu 34 h
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erreicht werden. Zusatzlich wurde eine insgesamt geringere Hitzeproduktion wahrend der
gesamten Uberwachungszeit (48 h) im Vergleich zur Wachstumskontrolle vermerkt wer-
den. Bei der alleinigen Gabe von Vancomycin wurde bei der hochsten Konzentration von
100x MIC als einziges eine Unterdrickung der Warmeproduktion von bis zu drei Stunden
beobachtet. Geringere Konzentrationen (1x MIC,10x MIC) waren nahezu identisch mit
der Wachstumskontrolle (GC). Auch die alleinige Behandlung mit den Phagen erzielte
eine Warmesuppression von ungefahr 3 h. Auch hier gab es eine Verbesserung der an-
timikrobiellen Aktivitat, wenn Phagen mit Antibiotika kombiniert wurden. Der Einsatz von
Phagen in Kombination mit Fosfomycin in der Konzentration 100x MIC erzielte eine Ver-
zdgerung der Warmeentwicklung von bis zu 6 h.

Auch in diesem Versuch wurden anschlie3end beide Antibiotika mit den Phagen kombi-
niert, um eventuelle Wechselwirkungen zwischen Phagen und Antibiotikum zu ermitteln.
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass bei der Kombination beider Antibiotika mit
Phagen keine wesentlichen Anderungen der antimikrobiellen Wirksamkeit festgestellt
werden konnte. Allein bei der Kombination beider Antibiotika mit einer Konzentration von
der 10-fachen MIC mit den Phagen, wurde eine geringfugig langere Warmesuppression

von ca. 12 h und eine insgesamt verringerte Warmeproduktion beobachtet.
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Abbildung 6. Darstellung der Warmeentwicklung (J) von E. faecalis Biofilmen EF 04
nach Behandlung mit Phagen CUB_EF04 (mit Titer 108 PFU/mL), Daptomycin (D), Fos-
fomycin (F) in unterschiedlichen Konzentrationen (1x MIC, 10x MIC, 100x MIC) oder nach
der zeitlich gestaffelten Exposition mit Phagen-Antibiotika-Kombinationen (¢ + Antibio-
tika). Jede Kurve verbildlicht, die von den nach der 24 h- Behandlung noch lebensfahigen

Bakterienzellen im Biofilm produzierte akkumulierte Warme. GC bezeichnet die Wachs-
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tumskontrolle des jeweiligen E. faecalis Stamm ohne Zugabe von Phage oder Antibioti-
kum. NC steht fur die Negativkontrolle als Nachweis fur die Sterilitat der Nahrmedien. Die
Graphen wurden mit RStudio erstellt und zeigen den Mittelwert (durchgehende Linien) +
SE (transparente Bander) (aus Voit M, Trampuz A, Gonzalez Moreno M, 2022).

3.8 Evaluation von bakterieller Resistenzentwicklungen gegen Bakteriophagen

Zur Uberpriifung der Annahme, dass der Anstieg der Warmeentwicklung in den im Ab-
schnitt 3.6 dargestellten Ergebnissen durch bakterielle Resistenzentwicklung gegen die
Phagen verursacht sein konnte, wurden von den Stammen EF 10 und EF 14 (PS) nach
48 h Co-Inkubation mit den Phagen CUB_EF10 und CUB_EF14, einzelne Kolonien (CV)
gewonnen und erneut in einem Top-Agar Overlay Spot Assay die Empfindlichkeit der
Ausgangsphagen (CUB_EF10 und CUB_EF14) gegen die Kolonievarianten (EF 10 CV
und EF14 CV) uberpruft. In einem weiteren Schritt wurden auch CUB_EF03 und
CUB_EFO06 mit den Kolonievarianten getestet, um festzustellen, ob hier ebenfalls Veran-
derung der Phagen-Sensibilitat zu beobachten waren. Es wurden in diesem Versuchs-
aufbau nur Phagen mit Siphovirus-Morphologie mit einbezogen, um mogliche Verande-
rungen in der Anfalligkeit von Bakterienstammen zu bewerten, die mit einem Phagen mit
Siphovirus-Morphologie behandelt wurden, um maogliche Kreuzresistenzen zwischen
Phagen mit verwandten Taxonomien zu ermitteln.

Die Auswertung des Top-Agar Overlay Spot Assays (Abbildung 7) zeigt eindeutig, dass
die Phagen CUB_EF10 und CUB_EF14 eine Lyse bei ihren Wirtsstammen EF 10 und EF
14 (EF 10 PS und EF 14 PS) ausldsen. Im Vergleich dazu, bleibt die Agarplatte bei der
jeweiligen Kolonievariante EF 10 CV und EF 14 CV trib, woraus sich schliel3en Iasst,
dass die Bakterien innerhalb von 48 h eine Resistenz gegen die Phagen entwickelt ha-
ben. Weiterhin fiel auf, dass bei der Kombination von CUB_EF10 mit EF 14 PS eine tribe
Zone sichtbar war, die auf eine sehr geringe Phagen-Aktivitat schlielen lie3, jedoch bei
der Kombination mit der Kolonievariante EF 14 CV eine deutliche und klare Lyse-Aktivitat
zu verzeichnen war. Offenbar fuhrte die Entwicklung einer Resistenz von EF 14 PS ge-
genuber dem Phagen CUB_EF14 zu einer erhohten Anfalligkeit gegenlber dem Phagen
CUB_EF10. Im Gegensatz dazu konnte bei keinem der getesteten Stamme (PS und CV)
Veranderungen in der Anfalligkeit gegenuber CUB_EF03 und CUB_EF06 vermerkt wer-

den.
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Abbildung 7. (A) Heat-Map der Anfalligkeit der E. faecalis Ausgangsstamme (PS- Pa-
rental Strain) und der nach 48 h Mikrokalorimetrie isolierten Kolonievarianten (CV- Colony
Variants) EF 10 und EF 14 gegenuber den Bakteriophagen CUB_EF03, CUB_EFO06,
CUB_EF10und CUB_EF14. (B) Reprasentative Bilder von Top-Agar-Overlay-Spot-Tests
(aus Voit M, Trampuz A, Gonzalez Moreno M, 2022).
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4. Diskussion

4.1 Beurteilung der Methodik

In der vorgelegten Arbeit wurden insgesamt 16 E. faecalis Stamme verwendet, um ver-
schiedene Abwasserproben auf Phagen zu screenen. Die ausgewahlten Stamme setzten
sich aus 14 klinischen E. faecalis Stammen, darunter auch zwei resistente Stamme
(VRE), und zwei ATCC Stammen zusammen. In vergleichbaren Studien war die Anzahl
und Diversitat der getesteten Phagen und der verwendeten E. faecalis-Stamme stets ge-
ringer (30, 31, 35). Bei der Isolation, Produktion und Titration der Phagen handelte es
sich um eine bereits etablierte Methodik, die es ermoglichte, viele Abwasserproben in
kurzer Zeit auf Phagen gegen E. faecalis zu untersuchen (36, 37). Anfangliche Versuche,
Phagen aus dem CVK Abwasser, Flusswasser (Enthahmestelle Spree, Behala Westha-
fen, Berlin), aus Schweinedung oder Resten von Klichenschwammen scheiterten (38).
Nach dem Vorbild Félix d’Hérelles, der einen an Ruhr erkrankten Patienten 1917 erfolg-
reich mit Phagen therapierte und dem damit die erste erfolgreiche klinische Anwendung
von Phagen zugeschrieben wird (25), wurden auch Abwasserproben aus dem Klarwerk
Ruhleben (Berlin) und Rudow (Berlin) untersucht. Bei den Proben wurden die Abwasser
gesammelt, die noch nicht im Klarbecken aufbereitet worden waren und menschlichen
Stuhl enthielten. Aus diesen Abwasserproben konnten insgesamt 11 Phagen isoliert wer-
den, die sich in der Plaque-Morphologie und ihrer Host Range unterschieden. Fur die
vorliegende Studie wurden funf Phagen mit unterschiedlichen Charakteristika ausge-
wahlt, die sich in hohen Titern von bis zu 10'© PFU/mL produzieren lieRen und die durch
klare und groRe Plaque-Bildung auffielen. AuRerdem war es von hoher Prioritat, einen
Phagen gegen die Vancomycin und High-Level Gentamicin resistenten Stamme EF 04
und EF 05 zu finden, was in unserem Fall nur fir EF 04 gelang.

Um die ausgewahlten Phagen (CUB_EF03, CUB_EF04, CUB_EF06, CUB_EF10,
CUB_EF14) weiter zu charakterisieren und visualisieren, wurde TEM verwendet, die be-
reits in vorhandenen Publikationen (39, 40) gute Ergebnisse erzielte. ImagedJ erwies sich
hier als nutzliches Open Access Tool, um die Phagen zu vermessen und um die Unter-
schiede von CUB_EF03, CUB_EF06, CUB_EF10 und CUB_EF14 unter den Phagen mit
Siphovirus-Morphologie weiter zu qualifizieren. Um erste Aussagen uber die Anti-Biofilm-
aktivitat treffen zu kdnnen, wurde ein Time-Killing Assay erstellt. Es handelt sich bei die-

sem, in der Pharmazie gangigen Versuch (34), um ein ebenfalls etabliertes Verfahren,
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mit dem die Kinetik von antimikrobiellen Phagen gegen unterschiedliche Bakterien-
stdmme getestet wurde. Hierbei ist eine bakterizide Wirkung der getesteten antimikro-
biellen Substanz als eine Reduktion von vorhandenen Bakterienzellen (in CFU/mL) um 3
log1o definiert, die gleichgesetzt wird mit einer Reduktion des Inokulums um 99,9% (34).
Aulerdem lieferte dieser Versuch erste Hinweise auf eine mogliche Resistenzbildung der
Bakterien gegen die Phagen, die uns veranlassten, Phagen mit weiteren antimikrobiellen
Substanzen zu kombinieren. Die verbesserte Anti-Biofilmaktivitat der Phagen in Kombi-
nation mit Antibiotika geht bereits aus der Literatur hervor (41) und zum Zeitpunkt dieser
Arbeit lagen keinerlei Daten Uber die antimikrobielle Wirksamkeit von Phagen in Kombi-
nation mit Vancomycin, Gentamicin, Daptomycin und Fosfomycin gegen E. faecalis-Bio-
filme vor. Die Quantifizierung dieser Wirksamkeit konnte mit der isothermalen Mikrokalo-
rimetrie aufgezeigt werden. Auch diese Methodik ist in der Pharmazie vertreten und wird
unter anderem flUr Kompatibilitats- und Stabilitatstests neuer Medikamente verwendet.
Mithilfe der Mikrokalorimetrie kdnnen kleinste Mengen von Warme gemessen werden
(uW-Bereich). AulRerdem besitzt sie den Vorteil, dass sie eine hohe Sensitivitat aufweist
und die Messungen Uber lange Zeitraume verlasslich moglich sind. Zusatzlich handelt es
sich, im Gegenteil zu vielen Staining- und Mikroskopietechniken, um keine destruktive
Methode, metabolische Prozesse von Biofilmen zu visualisieren. Die Literatur zeigt, dass
sich die isothermale Mikrokalorimetrie bereits auf dem Gebiet der Phagenforschung etab-
liert hat. Porose Glaskugeln erwiesen sich als einfache und kostengunstige Moglichkeit,
um Biofilm zu zichten und in vitro mit antimikrobiellen Substanzen zu behandeln und
anschlieBend das Wachstum in frischem Nahrmedium in Ampullen von den Uberleben-
den Bakterienzellen anhand er Warmeentwicklung mit dem Mikrokalorimeter zu messen.
Daraus liel3 sich der Erfolg der jeweiligen antimikrobiellen Behandlung ableiten (42, 43).
Man muss allerdings bedenken, dass es sich hier um eine indirekte Messung handelte,
da nur die Warmeentwicklung der uberlebenden Bakterienzellen detektiert werden
konnte, unabhangig davon, ob es sich bei den Uberlebenden Zellen um planktonische
Zellen oder Biofilm handelte, was als groRer Nachteil dieser Methodik gewertet werden
muss. Hier Iasst sich diskutieren, ob es fur weitere Versuche sinnvoll ist, ein sogenanntes
~Flow-Through-System® (44) zu verwenden. Bei diesen Systemen ist es mdglich, Nahr-
medien oder Pufferldsungen in das Kalorimeter zu schleusen, um zum Beispiel plankto-
nische Bakterienzellen aus der Versuchskammer auszuspulen. Ein weiterer Vorteil ware
hier, dass eine Echtzeitmessung der gestaffelten Behandlung von Phagen mit Antibiotika

mdglich ware. Um eventuelle Resistenzbildung der Wirtsstamme gegen die verwendeten
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Phagen zu untersuchen, wurde erneut die Technik des Top-Agar Overlay Spot Assays
verwendet. Die Phagen CUB_EF10 und CUB_EF14 wurden auf eine Agarplatte mit dem
korrespondierenden Wirtsstamm vor der Mikrokalorimetrie (EF 10 und EF 14) und auf
den veranderten Wirtsstamm (CV EF 10 und CV EF 14), der sich nach 48 h Mikrokalori-
metrie gebildet hatte, gespottet. Dies war in unserem Fall eine schnelle und einfache
Methode, um ausgewahlte Stamme nach der Mikrokalorimetrie auf Resistenzbildung zu
uberprufen. Jedoch gibt sie keinen Aufschluss daruber, welcher Resistenzmechanismus
sich dahinter verbirgt. Eine Genanalyse konnte wertvolle Informationen liefern, ob es sich
hierbei um die Mutation von Rezeptoren handelt, die es dem Phagen nicht mehr ermog-

lichen, an den Wirtsstamm anzudocken, um die eigene Geninformation zu injizieren.

4.2 Ergebnisse der Host-Range Analyse

Die Ergebnisse der Host-Range Analyse gaben ersten Aufschluss Uber das antimikrobi-
elle Profil der isolierten Phagen. Insgesamt konnten 11 Phagen aus unterschiedlichen
Abwasserproben isoliert werden. Um sicherzustellen, dass es sich hierbei um unter-
schiedliche lytische Phagen handelte, wurden jene ausgewahlt, welche sich in ihrer Host
Range unterschieden und bei denen eine ausgepragte, klare Lyse beim Top-Agar Over-
lay Spot Test Assay zu sehen war. Ein weiteres wichtiges Auswahlkriterium war bei
CUB_EF10, dass eine stark ausgepragte Halo-Struktur erkennbar war. Wie in der Litera-
tur beschrieben steht (45, 46), ist die Bildung eines Halos der Hinweis auf Enzyme, die
die extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) der Biofilmmatrix zerstoren konnen. Die
EPS bilden eine schitzende Zone, die von den Bakterien des Biofilms produziert wird
und aus unterschiedlichen Anteilen, wie beispielsweise Proteinen, Lipopolysacchariden
und extrazellularer DNA besteht (47). Um nahere Informationen Uber das Genom und die
darin verschlusselten Proteine zu erhalten, ware eine Sequenzierung der ausgewahlten

Phagen eine sinnvolle Ergénzung zu der Host-Range gewesen.
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4.3 Ergebnisse des Time-Killing Assays

Fir das Time-Killing Assay wurde Biofilm fir 24 h auf porésen Glaskugeln gezichtet. Im
Vergleich zum Wurzelkanal, stellte dies einen stark vereinfachten Versuchsaufbau dar,
der aber die Mdglichkeit bot, mit normierten Materialien zu arbeiten, die reproduzierbare
und vergleichbare Ergebnisse erzielten. Auch die Verwendung eines Monobiofilms, der
uber 24 h gewachsen war, muss kritisch betrachtet werden. Intraradikulare Biofilme sind
polymikrobieller Natur (48) und entwickeln sich bei asymptomatischem Krankheitsbild
uber langere Zeitraume, da sie meist Zufallsbefunde beim Zahnarzt sind. Trotzdem liel3en
die Ergebnisse der Time-Killing Analyse Ruckschlisse auf Resistenzbildung zu. Bei allen
getesteten Phagen zeigte sich, dass es nach ca. 4 h zu einem erneuten Anstieg des
Bakterienwachstums kam. Dies lieferte die Grundlage fur die zeitabhangige Exposition
von Phagen fur 4 h und der anschlielenden Behandlung mit Antibiotika. Weiterhin muss
beachtet werden, dass alle Biofilme eine hohe Konzentration von ca. 108 CFU/mL hatten,
die nicht vergleichbar mit Biofilmen im Wurzelkanal sind, da durch die maschinelle Auf-
bereitung und chemische Desinfektion bereits eine Reduktion erfolgt. Die vorgelegte Ar-
beit schafft somit eine Grundlage fur weitere Studien, um die Ergebnisse auf ein In-vitro-
Modell zu Ubertragen, welches eher der Komplexitat eines Wurzelkanals entspricht. Hier-

fur kdnnten bereits in der Literatur erwahnte Modelle (49) Anwendung finden.

4.4 Ergebnisse der isothermalen Mikrokalorimetrie

Um die Ergebnisse des Time-Killing Assays zu quantifizieren, wurde die isothermale
Mikrokalorimetrie verwendet. Darlber hinaus wurden in diesem Versuch Phagen mit ver-
schiedenen Antibiotika kombiniert, um einen besseren antimikrobiellen Effekt zu erzielen
und zu evaluieren, ob es bei der Kombination von antimikrobiellen Substanzen (Phage +
Antibiotikum) ebenfalls zu Resistenzbildung der Bakterien kommen kann. Fur diesen Ver-
such wurden wieder normierte porose Glaskugeln verwendet, die eine standardisierte
und reproduzierbare Messung ermoglichten, wie bereits im Abschnitt 4.3 beschrieben
wurde. Trotzdem zeigt die Auswertung der Messkurven teilweise gro3e Abweichungen
bei dem Standardfehler. Der Versuch wurde fur jeden Stamm (EF 03, EF 04, EF 06, EF
10, EF 14) in zwei unabhangigen Versuchen in Duplikaten durchgefuhrt. Um eine héhere
statistische Aussagekraft zu erhalten, misste man die Versuche o6fter wiederholen. Auch
wurde nur Uber einen Zeitraum von 48 h gemessen. Eine langere Messzeit von 72 h hatte

noch mehr Aufschluss Uber den erneuten Anstieg von bakteriellem Wachstum geben
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kénnen. Dennoch lassen sich grundsatzliche Aussagen treffen, die durch die Probenan-
zahl der 5 unterschiedlichen E. faecalis-Stamme Relevanz haben. Die Mikrokalorimetrie
zeigt ebenfalls, dass es zu Resistenzbildungen gegen Phagen kommen kann, allein oder
in Kombination mit Antibiotika. Sie zeigt aber auch, dass die Kombination von Phagen
mit Antibiotika bei allen 5 Stdmmen zu einer verbesserten antimikrobiellen Aktivitat fihrte,
die sich in einer Reduktion oder Verzégerung der Warmeentwicklung zeigte. Dieser ver-
besserte antimikrobielle Effekt wurde ebenfalls durch weitere Studien bestatigt (39, 41).
Bei einem Stamm (EF 10) wurde eine komplette Suppression der Warmeproduktion bei
der Kombination CUB_EF10 und Gentamicin bei allen Konzentrationen (1xMIC, 10xMIC,

100xMIC) beobachtet, die mit einer Abtétung des Biofilms interpretiert wurde.

4.5 Beurteilung der bakteriellen Resistenzbildung gegen Bakteriophagen

Bei nahezu allen Versuchen kam es nach einer gewissen Zeit zu einem erneuten An-
stieg des bakteriellen Wachstums. Eine Ausnahme stellte EF 10 in Kombination mit
Phagen und Gentamicin, selbst bei der niedrigsten Konzentration (1x MIC), in Versuch
3.7 dar. Dieser erneute Anstieg des Wachstums wurde als Resistenzbildung der Bakte-
rien gegen die Phagen interpretiert. Auch in der Literatur lassen sich diverse Hinweise
auf Resistenzbildung gegen Phagen finden (50-52). Um diesen Verdacht zu bestatigen,
wurden die Stamme EF 10 und EF 14 (die flr 48 h den Phagen CUB_EF10 und
CUB_EF14 ausgesetzt waren) nach der Mikrokalorimetrie aus den Glasampullen isoliert
und erneut plattiert, kultiviert und in einem Top-Agar Overlay Spot Test mit den Phagen
CUB_EF03, CUB_EF06, CUB_EF10 und CUB_EF14 kombiniert. Die Ergebnisse besta-
tigten, dass Phage CUB_EF10 und CUB_EF14 keine Lyse mehr bei den mutierten
Stammen CV EF 10 und CV EF 14 erzeugten. Dafur konnte aber eine deutlich gestei-
gerte Lyse-Aktivitat mit CUB_EF10 bei CV EF 14 beobachtet werden. In der vorliegen-
den Arbeit wurde dieser Versuch nur mit zwei Stammen durchgefuhrt und Iasst daher
keine validierte Aussage zu, ob die Resistenzbildung gegen einen Phagen immer zu ei-
ner erhohten Empfindlichkeit gegentber einem anderen Phagen fuhrt. Weiterhin haben
wir nur Phagen mit Siphovirus-Morphologie getestet, um eventuelle Kreuzresistenzen
zu ermitteln. Es lassen sich also keine Aussagen daruber treffen, ob eine Kombination
von Phagen mit Podovirus-Morphologie (CUB_EF04) und Phagen mit Siphovirus-Mor-
phologie (CUB_EF03, CUB_EF06, CUB_EF10, CUB_EF14) sich positiv auf den anti-
mikrobiellen Effekt ausgewirkt hatte. Vergleicht man unsere Ergebnisse mit der Literatur



Diskussion 35

(53, 54), zeigt sich, dass die Kombination verschiedener Phagen (sogenannte Phagen-
Cocktails) einer Resistenzbildung entgegenwirken kdnnen. Ein wichtiger Faktor der Re-
sistenzbildung gegen Phagen scheint die Mutation von Rezeptoren zu sein, an denen
die Phagen an den Wirtsstamm binden. Untersuchungen zeigen, dass bei E. faecalis
die Mutation des Membranproteins PIP und das Polysaccharid Antigen Epa eine wich-
tige Rolle spielen (55, 56). Die geeignete Kombination von unterschiedlichen Phagen
stellt also eine Herausforderung fur weiterfuhrende Studien gegen E. faecalis-Biofilme

dar.

4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Phagen gegen E. faecalis kdnnen einfach und kostengunstig isoliert und in hohen Titern
hergestellt werden. Bei insgesamt 11 von 16 Stammen war es moglich, Phagen zu finden,
bei denen beim Top-Agar Overlay Spot Test Lyse-Aktivitat zu beobachten war. Darunter
auch ein Vancomycin und Gentamicin High-Level resistenter E. faecalis-Stamm. Bei vier
ausgewahlten Phagen mit Siphovirus-Morphologie wurde in einem Time-Killing Assay die
Anti-Biofilmaktivitat Gberpruft. Es zeigt sich bei allen Stammen eine ausgepragte Biofilm-
reduktion, die im Fall von zwei Stammen signifikant war. Jedoch konnte in allen Fallen
ab ca. 4 h ein erneuter Anstieg der bakteriellen Konzentration nachgewiesen werden, der
nach 24 h fast der Konzentration der Wachstumskontrolle glich. Basierend auf diesen
Ergebnissen wurde mit der isothermalen Mikrokalorimetrie der Biofilm nun mit einer Kom-
bination von Phagen und Antibiotika behandelt, wobei die Applikation gestaffelt stattfand.
Zuerst erfolgte die Exposition des Biofilms mit Phagen und nach 4 h wurde das jeweilige
Antibiotikum hinzugefligt. Die Resultate zeigten, dass die Kombination Phage mit Antibi-
otika immer einen besseren antimikrobiellen Effekt erzielte, es aber auch hier nach einer
gewissen Zeit zu einem erneuten Wachstum der Bakterien kam. Nur in einem Fall gelang
es, den Biofilm komplett zu zerstéren. Das erneute Wachstum von Bakterien wurde als
Resistenzbildung gewertet. Die Ergebnisse der Evaluation der Resistenzbildung gegen
die verwendeten Phagen bestatigten den Verdacht, zeigten aber auch, dass die Resis-
tenzbildung gegen einen Phagen die Empfindlichkeit gegenuber einem anderen Phagen
fordern kann (57).
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4.7 Implikation fiir Praxis und Forschung

Bevor es zu einer praktischen Anwendung in der Endodontie kommen kann, muss ge-
klart werden, welche Rolle die Resistenzbildung gegen Phagen in der Behandlung
spielt. Es liegen Studien vor, in denen die Anwendung von Phagen in einem Wurzelka-
nalmodell unter anderem in Kombination mit verschiedenen endodontischen Spullésun-
gen (NaOCI, EDTA) untersucht wird. Beide Studien kommen zu dem Ergebnis, dass
durch die Phagentherapie E. faecalis im Wurzelkanal signifikant reduziert wird (30, 31).
Jedoch steht derzeit noch der Beweis aus, ob diese Resistenzbildung eine apikale Aus-
heilung beeinflusst, obwohl der Biofilm ausreichend reduziert wurde und durch eine her-
metische Versiegelung des Kanals das Eindringen von neuem Substrat verhindert wer-
den kann. Ebenfalls fehlen Untersuchungen, die den zeitabhangigen Aspekt der Pha-
genresistenz untersuchen. Die Ergebnisse des Time-Killing Assays haben gezeigt, dass
nach ca. 4 h die bakterielle Konzentration erneut ansteigt. Daraus lieRe sich eine Ein-
wirkzeit im Wurzelkanal ableiten, die der konservativen endodontischen Behandlung vo-
rausgeht. Obwohl Phagen als eine lohnende Erganzung zu dem bereits bestehenden
endodontischen Behandlungsspektrum erscheinen, ist eine Behandlung derzeit noch
sehr aufwendig.

E. faecalis-Stamme mussen aus dem Zahn isoliert und kultiviert werden. Sollte keine
Phagenbank bestehen, ist es notwendig, Wasserproben auf passende Phagen zu
screenen, die dann im Labor produziert werden mussen, bevor es zu einer Anwendung
im Wurzelkanal kommen kann. Es handelt sich also um eine aufwendige Individualthe-
rapie, die vorerst nicht flr den alltaglichen Gebrauch in der Zahnarztpraxis passend er-
scheint. Dennoch gibt es Patienten, bei denen eine Extraktion kontraindiziert oder mit
Risiken behaftet ist, wie zum Beispiel Patienten mit akuter Leukamie, schwerer Herzin-
suffizienz, nach Radiatio und Chemotherapie oder Patienten mit Bisphosphonat-Thera-
pie (58-60). Diese Patienten konnten von einem Einsatz der Phagentherapie in der En-
dodontie profitieren. Gelingt es, einen Phagen-Cocktail zu konzipieren, der ein weites
Wirkspektrum aufweist, konnte dies als prophylaktische Malinahme bei persistierenden

Entzindungen in der Zahnarztpraxis zum Einsatz kommen.
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5. Schlussfolgerungen

Phagen stellen zur Bekampfung von Biofilmen eine nennenswerte Alternative zu ande-
ren antimikrobiellen Substanzen, wie zum Beispiel Antibiotika, dar. Im Gegensatz zu
systemischen Anwendungen in der Medizin, ist die lokale Anwendung von Phagen in
der Endodontie nahezu unerforscht. Studien Uber einen klinischen Einsatz am Patienten
gibt es keine. In unseren Experimenten hat sich gezeigt, dass es maglich ist, eine grol3e
Bandbreite an neuen Phagen gegen diverse E. faecalis-Stamme zu isolieren und sie
ebenfalls fir die Eliminierung gegen E. faecalis-Biofilme zu verwenden. Jedoch zeigte
sich auch, dass es bei dem Einsatz von Phagen, wie bei der Verwendung von Antibio-
tika, zu Resistenzentwicklungen der Bakterien kommen kann. Die Ergebnisse aus Ab-
schnitt 3.8 legen jedoch nahe, dass ein Einsatz von Phagen-Cocktails sinnvoll sein
kann, um Resistenzentwicklungen entgegenzuwirken. Weiterhin haben wir mittels der
isothermalen Mikrokalorimetrie bewiesen, dass es bei einer Kombination von Phagen
mit Antibiotika zu einer verbesserten antimikrobiellen Wirkung gegen E. faecalis-Biofil-
men kommen kann, die in manchen Fallen den Biofilm sogar komplett zerstorte. Be-
trachtet man den alarmierenden Anstieg von antibiotikaresistenten Bakterien, ist es im
Falle des vancomycinresistenten (VRE) Stamm EF04 ein vielversprechender Ansatz,
Phagen mit Antibiotika zu kombinieren, um bei einem klinischen Einsatz die Dosis des
Antibiotikums zu reduzieren und multiresistenten Keimen entgegenzuwirken. Bevor es
zu einer praktischen Anwendung in der Endodontie kommen kann, sind weitere Grund-
lagenstudien notwendig. Dennoch haben Phagen hier grol3es Potential, nicht erhal-

tungswurdige Zahne mit persistierenden intraradikularen Entzindungen zu therapieren.
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Abstract: State-of-the-art treatment of root canal infection includes the use of mechanical debridement
and chemical agents. This disinfection method is limited, and microorganisms can in in the canal
system. Enterococcus faecalis appears with a high prevalence in secondary and persistent root canal
infections and can be linked to endodontic treatment failure due to its various resistance mechanisms.
Here, we evaluated the activity of newly isolated bacteriophages against clinical isolates of E. faecalis
(including one vancomycin- and gentamicin-resistant strain) as a single treatment or in combination
with gentamicin and vancomycin. For the resistant strain, daptomycin and fosfomycin were tested.
Sixteen E. faecalis strains were used to screen for the presence of bacteriophages in sewage. Five
different bacteriophages were characterized in terms of virion morphology, host range and killing-
kinetics against each E. faecalis host strain. To investigate the antibiofilm effect of antibiotic and
phages, E. faccalis biofilm was grown on porous glass beads and treated with different antibiotic
concentrations and with isolated bacteriophages alone or in staggered combinations. A strong
biofilm reduction was observed when phages were combined with antibiotic, where combinations
with gentamicin showed a better outcome compared to vancomycin. Regarding the resistant strain,
daptomycin had a superior antibiofilm effect than fosfomycin.

Keywords: Enterococcus faecalis; biofilm; persistent root canal infection; bacteriophage isolation;
bacteriophage-antibiotic combination; isothermal microcalorimetry; apical periodontitis

1. Introduction

Apical periodontitis is a biofilm-related infectious disease, which leads to an inflam-
matory reaction of the periapical tissue followed by destruction of the bone [1,2]. Post-
treatment apical periodontitis counts as the main reason for endodontic treatment failure [3]
and is categorized either as reinfection (acquired or emergent), persistent, or recurrent
infection in teeth with a previous root canal treatment [4]. The prevalence of this disease
varies widely and differs globally [5]. Previous studies in Austria and Germany have
shown a prevalence of up to 61% [6,7].

The common method of root canal treatment includes a combination of mechanical
debridement with nickel-titanium files and chemical disinfection with irrigants such as
sodium hypochlorite and EDTA with the purpose to remove microorganisms, debris, and
necrotic pulp tissue, followed by root canal obturation and a coronal restauration [8,9].
Nevertheless, this treatment approach is often linked to certain deficiencies. Due to lateral
canals, apical ramifications, dentinal tubules and isthmuses, pathogens remain in the canal
system and can cause a remnant inflammation [10-12]. Moreover, the shape of root canals
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plays an important role when it comes to mechanical debridement. For instance, in oval
canals, 20-40% of the canal wall stays untouched [13,14].

Enterococcus faecalis is linked to post treatment root canal infections with a high preva-
lence up to 77% [15,16] due to its resistance against high pH and common endodontic
irrigants. Additionally, E. faecalis can form a biofilm formation in the root canal, being also
able to penetrate dentin and adhere to collagen [17,18]. Inability to eradicate E. faecalis in
the canal system may lead to persistent infection and loss of tooth structure.

E. faecalis is a Gram-positive facultative anaerobe bacterium that occurs in the human
gastrointestinal tract but can also become an opportunistic pathogen that can lead to life
threatening systemic infections such as endocarditis, meningitis, urinary tract infections, and
can be linked to periprosthetic joint infections [19-21]. Due to the acquisition of antibiotic resis-
tance, resulting in multidrug-resistant strains such as vancomycin-resistant enterococci [22,23],
persistent root canal infections of E. faecalis origin become clinically relevant.

As previously shown [24,25], bacteriophage therapy appears as a promising alternative
to target E. faccalis and has barely been explored in dentistry. Bacteriophages (also referred
as phages) are viruses that specifically infect bacteria. The emergence of multidrug-resistant
bacterial infections has led to recent efforts to investigate and promote phage therapy to
treat a multitude of infections [26]. Thus, in this study, we evaluated the antimicrobial
and antibiofilm activity of five newly isolated phages targeting clinical E. faecalis isolates
alone and in combination with antibiotics in view of their potential local application in the
control of intraradicular root canal infections.

2. Materials and Methods
2.1. Bacterial Strains and Antimicrobial Agents

Two E. faecalis ATCC strains (19,433, 29,212) and 14 clinical isolates (EF 03 to EF 16)
from patients with biofilm-related infections, including one vancomycin- and gentamicin-
resistant strain (EF 04), were used in this study. Bacteria were stored in 25% glycerol solution
at —20 °C. All bacterial strains were cultured on Tryptic Soy Broth (TSB) (US Biological,
Eching, Germany) or Miiller Hinton Broth (MHB) (Roth, Karlsruhe, Germany) for liquid
cultures or in TSB with addition of 15 g/L (TSA) or 6 g/L (Top-Agar) agar (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany).

Gentamicin injectable solution (Ratiopharm, Ulm, Germany), vancomycin powder
(Hexal, Holzkirchen, Germany), daptomycin powder (Novartis, Basel, Switzerland), and
fosfomycin powder (InfectoPharm, Heppenheim, Germany) were purchased from the
respective manufacturers. Powdered antibiotics were reconstituted using sterile pyrogen-
free water. MHB media for testing daptomycin and fosfomycin was supplemented with
50 mg/L Calcium chloride and 25 mg/L Glucose 6-phosphate, respectively.

2.2. Bacteriophage Isolation

Sewage samples from wastewater purification plants and cesspools in Berlin were
used to screen for the presence of lytic phages. All samples were enriched with the
16 E. faecalis strains from the collection. After incubation for 24 h at 37 °C and 150 rpm, all
samples were centrifuged (20 min, 7830 rpm, 4 °C) and filter-sterilized using a 0.22 um filter.
The enriched wastewater was then spotted on the bacterial lawn of each E. faecalis strain
and incubated overnight at 37 °C. Afterwards, each plate was screened for the presence
of clear lysis zones and single plaques were further isolated. Then, single phage solutions
were produced via propagation from a single plaque in solid culture. Briefly, a single phage
plaque was picked with a sterile toothpick and was then sticked up to 20 times into an
agar plate with a bacterial lawn of the host strain. Afterwards, a sterile paper stripe was
used to swipe over the punctures to spread the phages all over the agar plate and was
incubated overnight at 37 °C. After incubation, 5 mL of saline magnesium (SM) buffer
(10 mM Tris-HCL, pH 7.8, 1 mM MgSO;) were added to the agar plate and incubated
at 4 °C for 24 h. Then, the SM buffer with the eluted phages was collected, centrifuged
(20 min, 7830 rpm, 4 °C) and filter-sterilized by using a 0.22 um filter. Titration was



48

Pharmaceutics 2022, 14, 1779

3of 14

performed to determine the phage titer on the host strain and the phage stocks were stored
at 4 °C. Isolated phages were named as “CUB” followed by a number corresponding to the
E. faecalis host strain where they were isolated and propagated (e.g., phage CUB_EF03 was
isolated and propagated using the E. faecalis strain EF 03). Each phage was tested using its
own host bacterial strain (which generally corresponded to the strain where a larger and
clearer plaque morphology and /or the presence of a halo (data not shown) was observed)
for the analysis of antibiofilm activity.

2.3. Morphological Analysis by Transmission Electron Microscopy

The virion morphology characteristics were visualized by transmission electron mi-
croscopy (TEM) using the negative staining technique. A volume of 15 uL. of phage solution
was dropped onto parafilm prior transferal onto a Ni-mesh grid (G2430N; Plano GmbH,
Wetzlar, Germany) that has previously been carbon-coated and glow discharged (Leica
MED 020, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). The grid is then let to adsorb for
10-15 min at room temperature and then washed three times with Aquadest and treated
with 1% aqueous uranyl acetate (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany)
for 20 s for negative staining. Afterwards, excess staining was removed with filter paper.
Grids were air dried and then imaged by TEM using a Zeiss EM 906 microscope (Carl
Zeiss Microscopy Deutschland, Oberkochen, Germany) at a voltage of 80 kV. The image
processing program Image] [27] was used for phage size measurements.

2.4. Host Range Analysis

To evaluate the spectrum of E. faecalis strains that can be infected by the newly isolated
phages, a host range was determined by Top-Agar overlay spot assays. Bacterial overnight
cultures (14 clinical strains and 2 ATCC strains) were prepared in TSB. One hundred
microliters of the bacterial culture was added to 4 mL Top-Agar and the mixture was
poured onto a TSA plate and allowed to dry for a few minutes at room temperature. Ten-
fold serial dilutions of each phage were prepared in SM buffer and 10 uL of each dilution
were spotted on the bacterial lawn and incubated at 37 °C overnight. After incubation, the
plates were checked for phage plaque formation, indicative of the antimicrobial activity.

2.5. Biofilm Time-Killing Assay

A time-killing curve assay to quantify the antibiofilm effect of the siphovirus-like
phages (CUB_EF03, CUB_EF06, CUB_EF10, CUB_EF14) was performed as previously
described [28]. Shortly, bacterial biofilms were formed on sterile 4 mm sintered porous
glass beads (ROBU, Hattert, Germany) for each E. faecalis host strain. To this end, beads were
placed into a 24-well-plate (Coming Inc., Corning, NY, USA) and covered with 1 mL TSB
inoculated with 1:100 dilution of an overnight culture. Beads were then incubated at 37 °C
and 150 rpm for 24 h in humid conditions. Thereafter, beads were dip-washed with sterile
0.9% saline to remove non-adhered planktonic cells and transferred into microcentrifuge
tubes containing 1 mL of fresh TSB broth inoculated with 10° PFU/mL phage. Samples
were incubated at 37 °C for O h, 2 h, 4 h, 6 h and 24 h. Then, biofilm-embedded cells were
recovered by sonicating the tubes for 10 min in a BactoSonic ultrasound bath at 40 kHz and
02W/cm? (BANDELIN electronic, Berlin, Germany). The bead was removed from the tube
and the sonication fluid was centrifuged for 1 min at 16,000 x g and 4 °C. The supemnatant
was discarded and the bacterial pellet resuspended in 1 mL phosphate-buffered saline. The
centrifugation and resuspension step was carried out four times to wash out remaining
phage particles from the samples. Finally, ten-fold serial dilutions of the resuspended
fluid were plated on TSA and after 18-24 h incubation at 37 °C, recovered biofilm cells
were quantified by colony counting. The bacterial concentration was calculated with the
Equation (1):

No. of colonies counted x dilution factor

Bacterial Count (CFU/mL) = volume in mL spread on culture plate @
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Two biological replicates were carried out with technical duplicates. Data was ex-
pressed as mean =+ standard deviation (SD) and plotted as bacterial count (CFU/mL) over
time (h) using GraphPad Prism 6 software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

2.6. Phage Antimicrobial Activity Evaluated by Isothermal Microcalorimetry

The antimicrobial effect of the selected phages against biofilms was also monitored by
isothermal microcalorimetry (IMC) as in a previous study [29] with some modifications.
E. faccalis biofilm was grown on porous glass beads as previously described and single
glass beads were introduced into sterile glass ampules containing 500 uL of TSB and
500 uL of phage solution (10° PFU/mL). Ampoules where then inserted into the isothermal
calorimeter TAM III (TA Instruments, New Castle, DE, USA) and the heat production was
measured over 48 h. This experiment was performed with biological triplicates. Plots of
heat (J) over time (h) were prepared using RStudio [30].

2.7. Antibiotic Susceptibility Determination

The broth microdilution method was used to determine the minimum inhibitory con-
centration (MIC) for each antibiotic in MHB. An approximately 5 x 10° CFU/mL bacterial
inoculum was prepared and exposed to two-fold serial dilutions of each antibiotic during
24 hat 37 °C. The lowest concentration of antibiotic that completely inhibited visible growth
(clear wells) was defined as the MIC. The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
guidelines [31] were followed for the interpretation of susceptibilities. Consequently, E. faccalis
strains were considered susceptible to vancomycin when MIC < 4 ug/mlL, to fosfomycin
when MIC < 64 ug/mL and to daptomycin when MIC < 2 pg/mlL. Susceptibility testing on
E. faecalis strains is not usually recommended for gentamicin, although it can be used to screen
for high-level aminoglycoside resistance (MIC > 128 pg/mL) [32].

2.8. Phage-Antibiotic Combinations against Biofilm

First, 24 hour-old-biofilms were formed on porous glass beads as described above,
deep washed with 0.9% NaCl and exposed to either phage (10° PFU/mL), antibiotic at
1x MIC, 10x MIC and 100x MIC concentrations, or the combination of both phage and
antibiotic, in a final volume of 1 mL and incubated at 37 °C for 24 h. In addition, a paired
combination of two antibiotics (at 1x MIC and 10x MIC) and the phage was also included
to evaluate potential antibiotic interactions. For all phage/antibiotic combinations, biofilms
were exposed first to phages for 4 h at 37 °C after which the antibiotic was added and
incubated for further 20 h at 37 °C. After a total incubation of 24 h, treated biofilm-beads
were rinsed three times with 0.9% NaCl, placed in sterile glass ampules with 1 mL fresh
TSB and inserted in the calorimeter, where heat produced by viable bacteria present in
the bead after 24 h of treatment or no treatment (growth control) was monitored for 48 h.
Experiments with each E. faecalis strain were conducted using two biological replicates,
each with technical duplicates.

2.9. Assessment of Bacterial Resistance Development to Phage

The development of resistance of E. faccalis strains EF 10 and EF 14 to phage was
assessed by Top-Agar overlay spot assays. To this end, the supernatant of EF 10 and
EF 14 biofilm samples co-incubated with phage CUB_EF10 or CUB_EF14, respectively,
were collected after the 48-hour calorimetric assay and plated on an agar plate. After
24 h incubation of the agar plates at 37 °C, a single bacterial colony (referred as colony-
variant) was collected for the resistance analysis. The susceptibility of each retrieved
bacterial colony-variant to all siphovirus-like phages (CUB_EF03, CUB_EF06, CUB_EF10
and CUB_EF14) was assessed by Top-Agar overlay spot assay. Bacterial colony-variants
were considered resistant to the phage when no lysis zone could be observed on the plate.
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3. Results
3.1. Phage Isolation and TEM Visualization

Five distinct phages were isolated on clinical E. faccalis strains from sewage and
the phage morphologies were examined by TEM (Figure 1). Four phages (CUB_EF03,
CUB_EF06, CUB_EF10 and CUB_EF14) displayed an eicosahedral head and a non-contractile
tail, with no visible tail fibers, but a tail tip, corresponding to a siphovirus morphology,
whereas phage CUB_EF04 displayed a podovirus morphology with an eicoshedral head
(45.18 nm in diameter) and a short, noncontractile tail (21.73 nm in length).

Figure 1. TEM image of the bacteriophage’s virions (A) CUB_EF(3, (B) CUB_EF04, (C) CUB_EF06,
(D) CUB_EF10, and (E) CUB_EF14.

CUB_EF03 had a head diameter of 54.83 nm, a tail tube of 188.15 nm in length and
8.91 nm in width and a visible tail tip of 32.81 nm long. Similarly, CUB_EF06 presented
a head size of 54.48 nm in diameter and a tail tube of 195.76 nm in length and 7.79 nm in
width. CUB_EFI10 displayed the biggest head size with a diameter of 64.12 nm, a tail tube
189.72 nm long and 11 nm wide and a visible tail pin of 22.6 nm. Finally, CUB_EF14 had a
head size of 59.45 nm in diameter, a long tail tube of 200.56 nm and 9.37 nm wide, and a
tail tip of 16.31 nm.

3.2. Host Range

According to Figure 2, phage CUB_EF14 showed the broadest host range, active
against 7 out of 16 (44%) tested E. facculis strains, whereas phage CUB_EF10 displayed the
narrowest host range, only active against the host strain (EF 10) used during the isolation
step. Five bacterial strains (31%) did not show susceptibility to any of the tested phages.

3.3. Time-Killing Assay

The killing kinetics revealed a significant reduction of E. faecalis biofilm cells after 4 to 6 h
of co-incubation with phage (Figure 3). The strongest antibiofilm activity was observed with
CUB_EF10, which showed a CFU reduction of more that 3-log (99.9%) against EF 10 after 4 h
co-incubation (Figure 3C). Nevertheless, the treated biofilm of all four tested strains showed
an increase in CFU counts at 24 h, with values comparable to those observed for the untreated
samples, possibly indicative of the emergence of bacterial resistance to phage.
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Figure 2. Host range of isolated bacteriophages among E. faecalis strains.

3.4. Phage-Antibiotic Combinations against E. faccalis Biofilms
Prior determination of the combined effect of phage and antibiotic against biofilm, the
MIC values for the selected antibiotics were determined on each E. faecalis strains (Table 1).

Table 1. Minimal inhibitory concentration (MIC) values of planktonic E. faecalis (EF) strains deter-

mined by broth microdilution.

Antibiotic MIC EF 03 MIC EF 06 MIC EF 10

MICEF 14 MIC EF 04

Vancomycin 2ug/mL 2 ug/mL 2ug/mL
Gentamicin 64 pug/mL 64 pug/mL 128 pug/mL

Fosfomycin
Daptomycin - - -

2 ug/mL -

64 ug/mL -
- 32 ug/mlL
- 8 ug/mL

All four tested E. faccalis strains were susceptible to vancomycin and showed an absence of

high-level of aminoglycoside resistance when tested with gentamicin. As for the vancomycin
and gentamicin resistant strain EF 04, it was susceptible to fosfomycin and daptomycin.

The antibiofilm activity of the different antibiotics was evaluated by monitoring for
48 h the heat produced by biofilm bacteria still viable on the beads (after treatment) re-

inoculated in fresh medium. The obtained heat curves for each tested strain are displayed
in Figure 4.
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Figure 3. Time-killing curve of E. fascalis biofilms from host strains (A) EF 03, (B) EF 06, (C) EF 10, and
(D) EF 14 treated with the respective phage (10° PFU/mL) and untreated monitored at 2 h intervals
for the first 6 h and after 24 h. Data are expressed as mean =+ SD. Results were statistically analyzed
using a multiple ¢ test analysis integrated in GraphPad Prism 6; p-values < 0.05 were considered
significant (%).

On the one hand, treatment with antibiotics alone showed a slight initial delay (up to
8 h) in heat production compared to the untreated sample (growth control), but overall, no
remarkable antimicrobial effect against all tested EF strains, even at the highest antibiotic
concentration tested (100x MIC), showing heat measurements after 48 h comparable to
those of the growth control. Regarding the phage treatment, similarly to the effect observed
with the antibiotics, the heat curves where alike to the curves from the growth control
samples, confirming the outcomes observed with the time-killing assay, where biofilm
re-growth could be seen after 24 h co-incubation.

To assess the antimicrobial effect of combining phage and antibiotic, a staggered
exposure of E. faccalis biofilm, first to phages for 4 h followed by a 20-hour-exposure to
different concentrations of antibiotic, was carried out. The incubation time with phage
prior addition of antibiotics was based on the time-killing results (Figure 3).

In general, the combination of phage with vancomycin or gentamicin showed higher
antibiofilm effects compared to the effect of each antimicrobial agent tested alone. Phage-
antibiotic combinations revealed longer heat-suppression-times, lower heat production or
even a complete absence of heat production during the whole monitoring time (48 h). Com-
bining phage and gentamicin had a stronger antimicrobial effect than phage-vancomycin
combinations against most E. faecalis strains, with the exception of EF 06, where we ob-
served a similar outcome with both antibiotics in combination with phage. In case of EF 10,
the combination of phage and any tested concentration of gentamicin, including the lowest
1x MIC, revealed a complete absence of heat production, correlating with an absence of
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bacterial regrowth for up to 48 h, mostly indicative of a significant reduction in the biofilm
cell count or a complete biofilm eradication.

Figure 4. Heat () curves of E. faccalis (A) EF 03, (B) EF 06, (C) EF 10 and (D) EF 14 biofilms exposed
to phage (® at 10° PFU/mL), gentamicin (G), or vancomycin (V) at different concentrations (1x, 10x
or 100x MIC), or with staggered phage-antibiotic combinations (® + antibiotic). Each curve shows
the heat produced over time by viable bacteria in the biofilm after 24 h of treatment. GC represents
the growth control sample not exposed to any antimicrobials. NC represents de negative control for
media sterility. Data are expressed as mean = SE. Plots were prepared using RStudio [30]. Solid lines
represent the mean and corresponding shaded regions the standard error.

Another treatment approach investigated was the combination of phage with both
antibiotics at different concentrations to assess potential positive or negative antibiotic
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interactions. Results mostly showed negative or no interaction for the combined antibiotic
activity. We could observe, for EF 03, EF 10, and EF 14, that the combination of phage
and gentamicin had a better outcome than when vancomycin was also included in the
treatment. The addition of 10x MIC of vancomycin to phage-gentamicin (at 10x MIC)
combination in the treatment against EF 06 had a better outcome than the single effect of
phage-gentamicin or phage-vancomycin at the same concentrations.

3.5. Phage-Antibiotic Combinations against Vancomycin and Gentamicin High Level Resistant
E. faecalis Biofilm

Daptomycin and fosfomycin were used to evaluate the antimicrobial activity of phage-
antibiotic combinations against the biofilm of the vancomycin and high-level gentamicin
resistant E. faecalis strain EF 04 by IMC.

A dose-dependent activity was observed when daptomycin was tested at different
concentrations against EF 04, whereas fosfomycin showed a similar activity independently
of the administered dose. Treatment with the phage resulted in a slight initial delay in heat
production compared to the growth control (Figure 5).

(8) [Ly]

I3 e
X e @ 4F LMK
& s &«
i \ Qo F 1aME i \
‘ B eF 100N )
| o ~ ©eDiIeRL
TR @D F10
T geoioen
‘@' T @00

N
Tww )

w [ 3 ] w " o w [ o [

Tew i Tiws 0
Figure 5. Heat (J) curves of EF 04 biofilm exposed to (A) phage CUB_EF04 (® at 10° PFU/mL)
plus daptomycin (D) at different concentrations (1 x, 10x or 100x MIC), (B) phage CUB_EFM (& at
10% PFU/mL) plus fosfomycin (F) at different concentrations (1x, 10x or 100x MIC), or (C) phage
CUB_EFO4 (@ at 10° PFU/mL) plus both antibiotics at different concentrations (1x, 10x MIC). Each
curve shows the heat produced by viable bacteria in the biofilm after 24 h of treatment. GC represents
the growth control sample not exposed to any antimicrobials. NC represents de negative control for
media sterility. Data are expressed as mean = SE. Plots were prepared using RStudio [30]. Solid lines

represent the mean and corresponding shaded regions the standard error.

The combination of phage CUB_EF04 and daptomycin revealed a considerable higher
antimicrobial effect compared to the effect of phage or daptomycin alone. Daptomycin at
100 x MIC combined with phage achieved the longest heat suppression (up to 34 h) and
an overall lower heat production during the whole monitoring time (48 h) compared to
the growth control. On the other hand, phage-fosfomycin combination showed a minor
improvement in the antimicrobial effect relative to each antimicrobial alone, having an
initial heat suppression time of up to 6 h compared to the growth control, but a higher
overall heat production after 48 h.

When both antibiotics were combined with phage, no substantial changes in antimi-
crobial efficacy were observed. A slight longer suppression time and a lower overall heat
production could be observed when combining phage with both antibiotics at 10x MIC
compared to the combination of the phage and each antibiotic at the same concentration.
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3.6. Assessment of Bacterial Resistance Development to Phage

After 48 h of co-incubation of bacterial strains EF 10 and EF 14 (parental strains) with
phages CUB_EF10 and CUB_EF14 respectively, a bacterial colony (colony-variant) was
recovered from each culture to evaluate the susceptibility to the exposed phage (CUB_EF10
in the case of EF 10 and CUB_EF14 in the case of EF 14) as well as to phages CUB_EF03,
CUB_ER)6 and CUB_EF10 or CUB_EF14, to which the parental strain had not been previ-
ously exposed. Top-Agar overlay spot assays revealed the development of resistance of the
two tested E. faecalis strains (EF 10 and EF 14) to the phage to which they were exposed for
48 h (CUB_EF10 or CUB_EF14). A lysis zone could be observed on the agar plate when
phage CUB_EF10 and CUB_EF14 were spotted on the parental strains (PS), indicating
susceptibility to the phage, whereas no lysis was observed when spotting both phages
on the colony-variants (CV), indicating emergence of resistance to the phage (Figure 6).
We also observed that when CUB_EF10 phage was tested on the EF 14 PS, a turbid zone
was visible, indicative of an absence or a low phage activity on this strain. In contrast to
that, a clear lytic zone could be observed when the phage was spotted on the EF 14 CV.
Apparently, the development of resistance in EF 14 to phage CUB_EF14 led to an increased
susceptibility to the phage CUB_EF10.
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Figure 6. (A) Heat-map showing susceptibility of the parental (PS) and the colony-variant (CV) E. faeculis
strains EF 10 and EF 14 to phages CUB_EF(3, CUB_ER)6, CUB_EF10 and CUB_EF14. (B) Representative

images of Top-Agar overlay spot tests.

No variations in susceptibility of all tested PS and CV strains to phages CUB_EF03
and CUB_EF06 were observed.

4. Discussion

The treatment of intraradicular infections is an important component of dental therapy.
The reason for an irreversible pulpal inflammation is the excessive invasion of bacteria into
the root canal system and the inability of the pulp to combat the invaders. The objective of
a root canal treatment is to remove the pathogens (chemo-mechanical cleaning), shaping
of the canal system, obturation, followed by coronal restauration. The outcome of this
treatment depends directly on the pre-treatment status of the pulp and the periapical
tissue. As previous studies have shown, teeth with a periapical radiolucency had the worst
outcome with an apical healing up to 86% [33,34] and radiographic lesions were linked
to biofilm formation in the root canal [35]. Hence, the presence of intraradicular biofilm
and the bacterial persistence highly affects the treatment outcome. This fact reveals certain
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deficiencies of the gold standard of endodontic treatment and raises the question of whether
new forms of biofilm eradication are necessary.

Bacteriophages seem to be a promising and innovative way in dentistry to fight
resistant intraradicular pathogens, such as E. faccalis. As several studies have shown, phages
reduce E. faecalis biofilm in dental ex vivo models and can be combined with common
endodontic irrigants such as sodium hypochlorite and EDTA [24,36]. Furthermore, phage
treatment against E. faecalis in an intraperitoneal and periapical rat infection model exhibited
better outcomes (higher survival rate and normal anatomical diagnostic) compared to
antibiotic treatment, as shown by Xiang et al. in a recent study [37]. These results represent a
very promising alternative to conventional root canal treatment, especially for retreatments
or teeth with an apical radiolucency.

As shown in our study, sewage water from cesspools is an effective and inexpensive
source to isolate bacteriophages against E. faecalis to target antibiotic resistant strains
and biofilm formation. Despite the high specificity that phages often exhibit, infecting
individual bacterial species or even individual bacterial strains, our host range analysis
revealed a broad coverage of the number of E. faecalis strains susceptible to at least one of
the isolated phages, with 5 strains out of 16 not susceptible to any phage.

For our study, we focused on investigating the antibiofilm activity of five different
phages towards the host-bacterial strain used during the isolation step. To this end, we
used an optimized in vitro biofilm model using porous glass beads as a surface to grow
biofilm [38], with an obtained cell count of 10° CFU/mL on average, indicative of a strong
mature biofilm. Time-killing assays showed a significant biofilm reduction in all tested
strains during the initial incubation time (up to 6 h) before bacterial re-growth could be
observed after 24 h co-incubation, possibly due to the development of bacterial resistance
to phage leading to a repopulation of the biofilm.

Indeed, phage resistance has also been reported in phage therapy in humans [39]
representing a potential barrier to the implementation of phage therapy. In that sense,
our study also provides valuable data on the susceptibility of phage-resistant mutants
to different phages. For instance, we observed that emergence of bacterial resistant after
co-incubation with one phage could lead to a higher susceptibility of the resistant strain to
another phage for which the original strain showed weak susceptibility. Further research
could provide more insights into the mechanisms involved in the observed correlation
between resistance to one phage and increased susceptibility to another. Some studies have
found that E. faccalis phage resistance involves the mutation of phage receptors, including
membrane protein PIP [40] or the enterococcal polysaccharide antigen (Epa) [41].

Combination of phages and antibiotics is a promising strategy to reduce the dose of
antibiotics and the development of antibiotic resistance during treatment. As shown in
previous studies [12—44] a staggered administration, adding first the phage and then the
antibiotic, resulted in better outcomes than a simultaneous exposure to both antimicrobials.
Thus, we used a staggered approach in our study. By the use of isothermal microcalorimetry,
we were able to systematically assess the antimicrobial activity of different treatment
conditions against biofilms. The combined effect of phages and antibiotics in the treatment
of E. faecalis biofilms proved to be more efficient than each antimicrobial alone. In particular,
the combination of phage and gentamicin revealed a higher efficacy compared to the
combination with vancomycin. This may be due to the higher antibiofilm activity shown
by gentamicin compared to vancomycin against E. faecalis, also seen in other in vitro and
in vivo studies [45,46].

The spread of vancomycin-resistant enterococci (VRE) is increasing, becoming a major
clinical problem due to the intrinsic resistance of these strains to most commonly used
antibiotics and thus limiting therapeutic options [47,48]. Our study showed the successful
application of phage in combination with daptomycin against the VRE strain, achieving a
complete inhibition of the biofilm at an antibiotic concentration of 0.8 g/L, an achievable
dose by local antibiotic administration in clinical practice.
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Despite our efforts to bring further insights in the use of phage therapy as potential
treatment approach for post-treatment apical periodontitis, when trying to draw conclu-
sions or make clinical extrapolations, it is important to consider some limitations of our
study. Compared to the complexity and individuality of intraradicular biofilms in post-
treatment apical periodontitis, mainly of polymicrobial nature [49)]. Our study investigated
mono-species biofilms using individual E. faecalis strains, where only combinations of one
phage with its host bacterial strain were tested. Additional studies on the activity of single
or combined phages across different bacterial isolates might bring further insights on the
therapeutic potential of phages. Furthermore, it is a matter of debate whether E. faccalis
is the main pathogen associated with endodontic treatment failure. Recent studies reveal
that Parvimonas micra and Fusobacterium nucleatum are more prevalent in previously treated
teeth with a persistent infection and may play a more important role in the process of
apical inflammation. Nevertheless, in most cases E. faecalis appears to be present in root
canal treated teeth with an apical lesion, being able to withstand common endodontic
treatment options [50-52]. Regarding the potential use of phages in endodontics, in any
case an individual treatment approach will be necessary, in which phages active against
the pathogenic strain causing the infection should be used.

In summary, phage therapy holds a very high potential to eradicate persistent in-
traradicular E. faecalis biofilm and may present a rewarding addition to the common
endodontic treatment.
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