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Abstract

This thesis was performed in the frame of research projects for minimizing the risk of the phage
attacks in dairies. The aim was to clarify the importance of environmental bacteriophages from
raw milk on starter cultures of dairies. For this purpose four L.lactis phages P1164, P1165,
P1169 and P1173 were characterized in detail. The phages had been isolated from raw milk
samples from different diaries. Their morphology, genome sequence and biological data (burst
size, latency, the adsorption effiency, phage host spectra and phage derived culture lysis) were
examined in detail. It was concluded that these phages should not have a major negative impact

on the starter cultures.



II

Abkiirzungsverzeichnis

BLAST engl.: Basic Local Alignment Search Tool

EPS Extrazelluldre Polymere Substanzen

HTST High Temperature Short Time

ir Kontrolle | Versuch zur irreversiblen Adsorption mit MgSO, anstelle der Zellen des
Wirtsstammes

ir Zellen Versuch zur irreversiblen Adsorption mit Zellen des Wirtsstammes

L. Lactococcus

MOI engl.: multiplicity of infection

MTP Mikrotiterplatte

NCBI National Center for Biotechnology

nn nicht nachweisbar

o.D. ohne Dimension

o/n Kultur | overnight Kultur, die Bakterienkultur ist iiber Nacht (ca. 15h) gewachsen, die
Zellen befinden sich in der stationidren Phase
RBPs Rezeptor-bindende Proteine

re Kontrolle | Versuch zur reversible Adsorption mit MgSO, an Stelle der Zellen des

Wirtsstammes
re Zellen Versuch zur reversiblen Adsorption mit Zellen des Wirtsstammes
rH,O zweifach entionisiertes und demineralisiertes Reinstwasser
RL Ringerlésung
RT Raumtemperatur
S. Streptococcus
ssp. Subspezies
TEM Transmissionselektronenmikroskop
VE Vollentsalztes Wasser

vgl. vergleiche
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Symbolverzeichnis
h Stunde
engl.: hour
°C Grad Celcius
ul Mikroliter
g Gramm [mol/l]
KbE Kolonie-bildene Einheiten
kV Kilovolt
M Mol
min. Minute
ml Milliliter
mM Millimolar [mmol/1]
n Anzahl
nm Nanometer
ODs20 Optische Dichte bei 620 nm
PbE Plaque-bildene Einheiten
rpm Umdrehungen pro Minute
engl.: rotation per minute
S Sekunde
t Zeit

engl.: time
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1 Einleitung

Laut der ,Food and Agriculture Organization® betrug im Jahr 2016 die weltweite
Milchproduktion 817 Millionen Tonnen. In deutschen Molkereien bedeutet das, bei einer
produzierten Menge von circa 32,6 Million Tonnen, einen Umsatz von circa 26 Milliarden € im
Jahr 2014 (www.dlg.org, 2018). Bis 2025 soll die Produktion von Milchprodukten um rund 20 %
steigen (Fernandez, et al., 2017). Um weiterhin das Potenzial und den Aufschwung dieses
Industriezweiges zu nutzen, wird verstirkt nach Storfaktoren gesucht, um die
Produktionsverluste und Produktionsausfille so gering wie moglich zu halten. Die
Produktionsausfille werden unter anderem durch von Bakteriophagen verursachte
Fermentationsfehler hervorgerufen. Diese Fehler beschreiben einen signifikanten Anteil von bis
zu 10 % an den Ausfillen und Verlusten in der Milchprodukteproduktion (Fernadndez, et al.,
2017; Bogosian, 2006). Die Phagen zerstoren die eingesetzten Milchsdurebakterien der
Starterkulturen und rufen dadurch Fehler in Geschmack und Geruch sowie Fehler in der
Konsistenz und in den Erscheinungsbildern der Produkte hervor (Fernandez, et al., 2017). Um
diesen Ausfillen entgegen zu wirken miissen die Phagentypen sowie die Wege, wie diese in die
Produkte hineingelangen, erkannt, charakterisiert und typisiert werden (Rousseau, 2009).

Ein grofes Problem stellt die hohe Thermoresistenz der Phagen dar. Sie konnen somit die
Pasteurisation der Milch iiberleben (Heller, et al., 2011). Folglich ist sicher, dass Rohmilch als
Hauptquelle fiir neue Phagen in milchverarbeitenden Unternehmen gilt. Auch wenn in der
Rohmilch nur geringe Titer vorliegen kdnnen die Phagen sich schnell vermehren und eine stabile
Phagenpopulation bilden (Madera, et al., 2004). Es sollten daher Kontrollmechanismen und
Phagenmonitoring in Molkereien durchgefiihrt werden, was zu einer friihzeitigen Erkennung von
Fermentationsfehler durch Phagen fiihren kann (Rousseau & Moineau, 2009; Quiberoni et al.,
2010). Um dieses Monitoring durchfiihren zu konnen, beschiftigt sich das Institut fiir
Mikrobiologie und Biotechnologie des Max Rubner-Instiuts in Kiel intensiv mit Bakteriophagen
in der Milchindustrie.

In einem aktuellen Forschungsprojekt sollen Grundlagen geschaffen werden um den
Unternehmen Werkzeuge bereitzustellen, mit denen sie schnell und effizient Phagen in niedrigen
Konzentrationen in Molke nachweisen konnen. Im Rahmen dieses Projektes wurden bereits 52
Rohmilchproben von verschiedenen Molkereien aus ganz Deutschland auf Bakteriophagen
untersucht. Etwa 40 % dieser Proben waren mit Phagen belastet. Aulerdem fand eine erste
Charakterisierung der aus den Rohmilchproben isolierten Phagen statt. Es wurden das

Wirtsspektrum, die morphologischen Eigenschaften, sowie die thermische Stabilitdt ermittelt.



Zusatzlich wurde ein Genomvergleich durchgefiihrt (Meersteiner, 2017).

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen soll die Arbeit von Meersteiner weitergefiihrt
werden, indem die isolierten Phagen genauer charakterisiert werden. Dadurch soll die Frage
geklart werden, welche Bedeutung diese Phagen in der Rohmilch auf die Starterkulturen der
Molkereien besitzen konnen. Zu diesem Zweck wird das Rohmilch-Screening fortgesetzt und
verschiedene Starterkulturen auf deren Phagensensitivitdt tiberpriift. Es werden auflerdem vier
Phagen auf ihre Wurfgroe sowie deren Adsorptionsverhalten und das Lytischeverhalten

untersucht. Ein Genomvergleich soll die Klassifizierung der Phagen bestitigen.



2 Stand der Wissenschaft

2.1 Starterkulturen in der Milchindustrie

nwotarterkulturen sind Priparate lebender Mikroorganismen oder ihrer Ruheformen, deren
Stoffwechselaktivitit im Fermentationssubstrat Lebensmittel erwiinschte Wirkungen hervorruft®
(Eisenbrand & al., 2010). Sie finden sich in Produkten wie Joghurt, Kise, Butter und Sauermilch
wieder. Hier sind die Kulturen fiir die Aromabildung und die Sduerung der Produkte oder auch
fiir die CO;- Bildung zusténdig (Krdamer, 2007).

Man unterscheidet zwischen Einstammkulturen und Mehr- bzw. Vielstammkulturen
(Bockelmann, et al., 2005). Einstammkulturen sind oftmals sehr phagenanfillig, deshalb werden
fiir die Produktion von Milchprodukten zumeist Mehrstammkulturen ausgewdhlt. Der Vorteil
bei Mehrstammkulturen ist, dass Fermentationsstorungen durch Phageninfektionen aufgrund
resistenter Kulturen ausgeglichen werden konnen (Neve, et al., 1995). Haufig finden die
Gattungen Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc und Streptococcus ihren Einsatz in solchen
Mehrstammkulturen (Krdmer, 2007). Die folgende Tabelle 1 zeigt anhand einiger Beispiele, wie

Mehrstammkulturen zur Herstellung von Kdse zusammengesetzt sein konnen.

Tabelle 1: Mehrstammkulturen fiir die Kiiseherstellung (Heller & Neve, 2016).

Kulturentyp | Zusammensetzung der Kultur Funktion

O- Kultur L. lactis subsp. lactis schnelle, starke Sduerung
L. lactis subsp. cremoris wenig Aroma

D- Kultur L. lactis subsp. lactis schnelle, starke Sduerung
L. lactis subsp. cremoris mehr Aroma als O-Kultur

L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis Co,- Bildung fiir Lochbildung

L- Kultur L. lactis subsp. lactis schwache Sduerung
L. lactis subsp. cremoris

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris

DL- Kultur L. lactis subsp. lactis Aromaprofilverbindung der D-
L. lactis subsp. cremoris und L- Kulturen
L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris




2.2 Bakteriophagen

Bakteriophagen, kurz Phagen, sind Viren, die wirtsspezifisch Bakterien infizieren und aufgrund
der Art ihrer Vermehrung diese Wirtszelle zerstoren. Sie sind ubiquitdr und bilden die grofte
sich reproduzierende biologische Einheit auf der Erde (Ackermann, 2007).

Die Phagen wurden erstmals 1915 von Twort und d'Herelle unabhédngig voneinander entdeckt.
D’Herelle beschrieb seinen Fund als eine Art unsichtbaren Mikroorganismus (MO) der
antagonistische Wirkungen gegen Shiga-Bazillen aufweist. Er beobachtete klare Stellen in
Bakterienkulturen von genesenden Diarrhoe-Patienten (Biinnige, 2014). Die ersten Phagen die
genauer charakterisiert worden sind, sind die Phagen des Bakteriums Escherichia coli (Rohde &

Sikorski, 2011).

2.2.1 Morphologie

Phagen werden insgesamt in sieben Morphotypen unterschieden (siche Abbildung 1), wobei die
Phagen der Milchsdurebakterien infizierenden Stamme zu der Gruppe der Caudovirales gehdren
(Mills, et al., 2011; Ackermann & Eisenstark, 1974). Diese werden weiterhin in drei Gruppen
unterteilt. Die erste Gruppe ist die Gruppe der Myoviridae mit kontraktilen Schwénzen (A). Die
zweite Gruppe bilden die Phagen mit nichtkontraktilen Schwiénzen (B), sie wird Siphoviridae
genannt. In diese Gruppe lassen sich auch die Phagen der S. thermophilus Stimme einordnen
(Mills, et al., 2011). Die dritte Gruppe, die Podoviridae, bilden Phagen mit kurzen,
nichtkontraktilen Schwénzen (C) (Ackermann & Eisenstark, 1974; Ackermann, 2007). Ferner
konnen Phagen in weitere Gruppen eingeteilt werden, abhingig von ihrer Kopfform und der

Schwanzlange (Ackermann & Eisenstark, 1974).
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Abbildung 1: Einteilung der Bakteriophagen nach Morphotypen in sieben Klassen,
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A-C geschwinzte Phagen, D- E polyedrische Phagen, F filamentose Phagen, G pleomorphe Phagen
(Ackermann, 2007), gekennzeichnete Phagen: Gruppen der L. lactis und S. thermophilus Phagen.



Anhand der Abbildung 2 ldsst sich der Grundaufbau eines Bakteriophagen erkennen. Ein Phage
besteht aus einem ,,Kopf*, welcher durch eine Proteinhiille und dem darin enthaltendem
genetischem Erbmaterial gebildet wird. Das genetische Erbmaterial kann in Form von einzel-
oder doppelstriangiger RNA oder DNA vorliegen. Bei den Myoviridae-Phagen ist an den Kopf
der ,,Phagenschwanz gebunden, welcher ebenfalls aus Proteinen aufgebaut ist. Er ldsst sich in
zwei Abschnitte gliedern, das innere ,,Schwanzrohr* und die ,,Schwanzscheide®, welche sich im
Rahmen der Replikation bei der DNA-Injektion zusammen ziehen kann. An die Schwanzspitze
schliet sich die ,,Basisplatte an. Diese Organelle trigt die Rezeptorbindeproteine (RBP),
welche fiir die Adsorption wichtig sind (Spinelli, et al., 2014). AuBlerdem befinden sich an der
Platte die ,,Schwanzfasern* (Fiber). Manche Phagen besitzen auBlerdem ,,Spikes“, welche zur

besseren Haftung bei dem Adsorptionsvorgang an die Wirtzelle, dienen (Ackermann, 2007).

Head

DNA
|:| I Collar

Protein

Tail

Long Tail
Fibres

Abbildung 2: Charakteristische Morphologie eines Myoviridae-Bakteriophagen (Biinnige, 2014).

2.2.2 Adsorption von Phagen an L. lactis Zellen

Jeder Phage kann nur an eine begrenzte Anzahl an Wirtszellen adsorbieren (Wittman, 2018). Um
den Adsorptionsvorgang einzulduten muss ein Phage auf eine Wirtszelle treffen. Dies passiert
z.B. durch Diffusion ist also ein rein zufdlliger Vorgang, wobei die Phagen sich nicht aktiv und
zielgerichtet bewegen konnen (Heller, et al., 2011). Trifft nun ein Myoviridae-Phage auf eine
Zelle, wird die Oberfliche der Zelle durch die langen Schwanzfasern abgetastet um
sicherzustellen, dass es sich nicht nur um ein Rezeptormolekiil handelt. Dieser Vorgang ist
reversibel. Handelt es sich um eine Wirtszelle, so wird die Basisplatte an die Oberfldche
abgesenkt und es entsteht zwischen der Basisplatte und der Zelloberflache eine irreversible
Bindung. Die Basisplatte ist somit entscheidend fiir die Infektion, da hier die meisten RBP
lokalisiert sind. Bisher ist noch nicht genau geklirt, an und durch welche Verbindungen die

Phagen sich an die Zellen binden.

Es wird vermutet, dass bei grampositiven Zellen Lipoteichonsdure und Polypetidoglykan und bei

gramnegativen Polysaccharide als Rezeptoren fiir die RBP fungieren. Jedoch konnen damit die



unterschiedlichen Affinitdten der Phagen nicht hinreichend erklart werden (Spinelli, et al., 2014;
Heller, et al., 2011). Denn 2010 wurde entdeckt, dass L. lactis von einem ,,Pellicle-Hautchen
umgeben ist, welches sich von allen bakteriellen Polysacchariden unterscheidet (Chapot-
Chartier & al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass Mutanten des Stammes L. lactis, welchen
dieses Héutchen fehlte nicht von den eigentlich spezifischen Phagen befallen werden konnen.
Das ldsst darauf schlieBen, dass diese Struktur maf3geblich an dem Adsorptionsvorgang beteiligt
ist (Spinelli, et al., 2014). AuBlerdem ist erwiesen, dass nicht alle RBP fiir die Bindung zwischen
Phage und Zelle zur Verfiigung stehen. Es reichen zwar wenige Rezeptoren aus um eine
Verbindung herzustellen. Bevor jedoch diese spezifische Bindung zustande kommt, muss eine
Bindung den Phagen in der Néhe der Zelle halten, sodass die Zellwand durch die Schwanzfasern
nach geeigneten Rezeptoren abgesucht werden kann.

In der folgenden Abbildung 3 sind die beschriebenen Mechanismen vereinfacht dargestellt. Es
wird gezeigt, wie sich die Spezifitdit des Phagen auf die Adsorption auswirkt, von nicht
spezifisch (B) bis spezifisch (D). AuBBerdem wird das erwdhnte Pellicle-Hautchen (A) des L.
lactis abgebildet (Spinelli, et al., 2014).

A B

g .\T"x "'l
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Abbildung 3: spezifischer Adsorptionsmechanismus eines p2 Phagen an L. lactis, (A) unspezifische
Adsorption durch das Pellicle-Héautchen des L. lactis, (B) bis (D) zunehmende Spezifitit des Phagen und
dadurch Adsorption an die Zelloberfliche des L. lactis (Spinelli, et al., 2014).

Zudem wurde ermittelt, dass Phagen eine Art Aktivierungsmechanismus besitzen welcher als
»Sicherheitsschalter fungiert. Dadurch wird eine stabile Konformitit nur dann ermdéglicht, wenn
die physikochemischen Bedingungen denen der Wirtzelle entsprechen. Das bedeutet, es gibt eine
,»ready-to-adsorb“~-Konformation der Basisplatte, welche manche Phagen erst ausbilden miissen

(Spinelli, et al., 2014).



2.2.3 Reproduktion der Phagen

Fiir Phagen ist ein geeigneter Wirt fiir ihre Replikation unerldsslich, da sie sich nur an bestimmte
Zellen binden konnen und ihre Reproduktion somit auf ebendiese limitieren. Um den
Vermehrungsprozess einleiten zu konnen, muss der Phage an die metabolisch aktive Zelle
binden, das heift er muss adsorbieren. Nach der Adsorption erfolgt der Reproduktionsprozess
bei dem die in dem Phagenkopf enthaltene Erbinformation in die Wirtszelle injiziert wird (siehe
Abbildung 3 (D)). In der Folge gibt es zwei Wege, zum einen den durch virulente Phagen
ausgelosten lytischen Zyklus. Dieser fithrt zu neuen Phagen, die wiederum selbst Wirtszellen
befallen konnen. Hierbei wird die Erbinformation des Wirtes zerstort und damit der Stoffwechsel
der Zelle zugunsten des Phagen verdndert. Die Zelle bildet nun neue Phagenproteine und setzt
diese zu neuen Phagen zusammen. Durch den steigenden Zellinnendruck und durch die Aktivitit
der Phagenlysine initiierte Lyse der Zellwand, kommt es zur Freisetzung der neugebildeten
Phagen. Dabei ist die WurfgroBe (burst size), also die Anzahl der freigesetzten Phagen pro Zelle,
kohidrent zum Typus des Phagen. Sie reicht von drei bis mehreren hundert. Dabei ist Latenzzeit,
die Zeit von der Adsorption bis zur bakteriellen Zelllyse, eine wichtige GroB3e (Heller, et al.,
2011; Campbell, 2015; Wang, 2006).

Der lysogene Zyklus hingegen, ausgelost durch temperente Phagen, fiihrt zu Prophagen. Besitzt
eine Zelle einen Prophagen, so ist diese vor der Infektion von anderen Phagen geschiitzt. Durch
die Zellteilung des Wirtes wird folglich auch die Vermehrung der Prophagen im Genom
ermoglicht. Der lysogene Wirt stirbt dabei nicht. Erst durch &uBlere Einwirkungen, wie z.B.
Stress verursacht durch Umweltverdnderungen, kommt es zum Wechsel in den lytischen Zyklus.
Die folgende Abbildung 4 stellt die beiden Zyklen schematisch dar (Campbell, 2015; Heller, et
al., 2011; M.B., 2018).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Reproduktionszyklen von Bakteriophagen. Durch iuflere
Einfliisse kann der lysogene Zyklus (grofler Kreis) in den lytischen Zyklus (kleiner Kreis) iibergehen
(Salmond & Fineran, 2015).

2.2.4 Bakteriophagen der L. lactis

Die L. lactis Phagen sind in zehn Gruppen eingeteilt, diese werden in der folgenden Abbildung 5
gezeigt. Die mit rot gekennzeichneten Phagen sind die am héufigsten vorkommenden Phagen
unter den L. lactis infizierenden Phagen. Bis auf die Gruppe des ,,P335% sind alle Phagen
virulent. Fiir die Untersuchungen dieser Arbeit wurden vier Phagen, aus den von Meersteiner
(2017) identifizierten Rohmilchphagen, zur weiterfithrenden Charakterisierung ausgewdihlt.
Dabei handelt es sich um die Phagen P1164, P1165 und P1169 welche sich der P335-
Untergruppe BKS-T (Untergruppe 1) zuordnen lassen. Der vierte Phage ist der P1173, dieser
lasst sich der Phagengruppe 949 zuordnen.

In Folge einer ersten Charakterisierung konnte die limitierende Thermostabilitit der P335-
Untergruppe BKS5-T (Untergruppe I), welche eine Temperatur von iiber 65°C nicht iiberleben,

nachgewiesen werden (Meersteiner, 2017).
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Abbildung S: Klassifizierung der L. lactis Phagen in zehn Gruppen. Die Phagengruppe P335 ist in vier
Untergruppen aufgeteilt. Diese gehdren den temperenten Phagen an. Die mit rot gekennzeichneten
Phagengruppen sind die am hiufigsten auftretenden L. lactis infizierende Phagengruppen (Josephsen &
Neve, 2004; Deveau, et al., 2006).

2.2.5 Bakteriophagen in der Milchindustrie

Phagen werden unter anderem durch unsterile Produktionsbedingungen oder durch die Rohmilch
selbst in die Molkereien eingetragen (Heller, et al., 2011). Dies fiihrt zu signifikanten
Fermentationsstorungen und Produktionsausfillen (Fernandez, et al., 2017). Trotz geringer
Ausgangskonzentrationen der Phagen in Rohmilch bauen sich mit zunehmender
Produktionsdauer immer hohere Titer auf, was auf eine hohe Replikationsrate der Phagen
zuriickzufiihren ist (Madera, et al., 2004). Dies kann zum gesamten Zelltod der Starterkulturen
fiihren. Bei dem Einsatz von Molke, z.B. bei der Késeherstellung, ist dies besonders gefahrlich,
da die Phagen sich in der Molke anreichern konnen, ohne sichtbare S&uerungsstorungen
hervorzurufen. Daher sollten die Molkeprodukte lange und hoch erhitzt werden, um eine
Phagenkontamination auszuschlieBen. Untersuchungen zeigen jedoch, dass Phagen auch hohe
Temperaturen von bis zu 140°C iiberleben konnen und eine Produktionsfithrung von High
Temperature Short Time (HTST) nicht ausreicht um diese thermostabilen Phagen zu

inaktivieren. Der Phage P1532 iiberlebt Temperaturen von circa 145°C (Heller, et al., 2011).
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Die folgenden Tabelle 2 bisTabelle 7 zeigen die in dieser Arbeit verwendeten Gerite,

Néhrmedien, Losungen, Bakterien und Phagen sowie sonstige verwendete Gegenstinde und

Software. Eine ausfiihrliche Chemikalienliste mit dazugehorigen Herstellern findet sich im

Anhang (vgl. Tabelle 16).

3.1 Geriite
Tabelle 2: Verwendete Geriite
Typ Hersteller Modell
Analysewaage Sartorius 1801
Bedampfungsanlage Baltec MED20
Brutschrank Heraeus Instruments B12
Clean Bench Berner International Flow Safe, B- [Max-Pro]?
GmbH
Eismaschine Scotsman, Frimont S.p.A.  AF 100 AS
Pogliano MIL
Herdplatte Schott Ceran
Hochsequenziergerites [Mlumina MiSeq
Kamera- Inline- Mikroskop SIS Olympus Megaview G2
Library preparation [Mlumina [Mlumina Nextera XT Kit
pH- Meter Mettler Toledo 340
Photometer Macherey- Nagel GmbH Nanocolor 500 D
& Co. KG
Schiittler Bender und Hobein AG Vortex Genie 2
Transmissionselektronenmikroskop  Fei Company Tecnai 10
Wasserbad Julabo Labortechnik MC
GmbH
Zentrifuge grof3 Beckmann Coulter J2-21
Zentrifuge klein Eppendorf- Zentrifuge 5417R
Reinstwasseranlage Sartorius AG Arium pro VF
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3.2 Nihrmedien

In dieser Arbeit wurde mit dem Komplexmedium-M17 (Terzaghi & Sandine, 1981), zur
Kultivierung der L. lactis Stdmme, gearbeitet. Diesem Medium wurde nach separatem
Autoklavieren bei 121 °C fiir 20 min. Lactose hinzugesetzt, da in dieser Arbeit ausschlielich
mit Lactose-positiven Kulturen gearbeitet wurde. Bei der Herstellung des LMI17-
Unterschichtagars entféllt diese Zugabe, da fiir dieses Medium eine separate Zuckerldsung
hergestellt wurde. Bei den Nahrmedien wurden die festen Bestandteile mittels Magnetriihrer in
vollentsalztes Wasser (VE-Wasser) und bei den Lésungen in zweifach entionisiertem Wasser

(rH,0O) gelost und anschlieBend bei 121 °C fiir 20 min. autoklaviert.

Tabelle 3: Verwendete Nihrmedien

Medium Menge Zusammensetzung
LM17-Fliissigndhrmedium S5g Phytone- Peptone
(Terzaghi & Sandine, 1981) 5 g Poly-Peptone

2,5 g Yeast-Extrakt
5 g Beef-Extrakt
0,5 g Ascorbinsdure
5 g Lactose
19 ¢ Na-B-Glycerophosphat
0,25 ml MgSO4x 7 H,O
Iml 1M CaCl,
1000 ml VE-Wasser

M17-Oberschichtagar 7,5 g Bacto-Agar
5 g Phytone-Peptone
5 g Poly-Peptone
2,5 g Yeast-Extrakt
5 g Beef-Extrakt
0,5 g Ascorbinsdure
19 ¢ Na-B-Glycerophosphat
Iml 1M MgSO;4
1000 ml VE-Wasser

LM17-Unterschichtagar 940 ml LM17-Boullion
1,5% Agar-Agar
60 ml Zuckerlosung (Lactose)
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Zuckerlosung fiir Unterschichtagar

5 g Lactose/Glucose
10 ml 1 M CacCl,
50 ml VE-Wasser

Néahrmedium Mikrotiterplatten-Test

100 ml Magermilch
20 ml Ellikerbouillon
1 ml Bromkresolpurpur

HGL-Milch

100 g Magermilch

10 g Glucose

3 g Yeast- Extrakt
25 ml Lackmusldsung

975 ml VE-Wasser

3.3 Losungen

Tabelle 4: Verwendete Losungen

Losung Menge Zusammensetzung
CaCl,-Losung 14,7g/1,47 g CaCl, x 2 H,O
(1M /100 mM) ad 100 ml rH,O
Glycin-Losung 10g/3¢g

(10 %/ 3 %) +90ml /97 ml rH,O

nach dem Ldsen, steril filtrieren (0,2 pm)

Ringerlosung 2 Stiick Ringertabletten
(Va stark) 1000 ml rH,O
Verdiinnungslosung 900 ml Y starke Ringerldsung
100 ml LM17-Medium
Iml 1M CaCl,
R1/ 1M NaCl 8 ml Ringerlosung
2ml 5 M NaCl
10 mM MgS04 0,I ml 1 mol/l MgS04
9,9ml rH,O
Magermilch 100 g Magermilchpulver

900 ml rH,O
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3.4 Bakterien und Phagen
Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme (Tabelle 5) sind aus der institutseigenen
Stammsammlung entnommen worden. Die verwendeten Phagen (Tabelle 6) wurden von

Meersteiner (2017) aus Rohmilchproben isoliert.

Tabelle 5: Verwendete Bakterienstimme

Stamm Spezies Referenz

3107 Lactococcus lactis ssp. cremoris Institutssammlung
Bu2-60 Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis Institutssammlung
F7/2 Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis Institutssammlung
ML38 Lactococcus lactis ssp. cremoris Institutssammlung
RK1 Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis Institutssammlung
Wg2 Lactococcus lactis ssp. cremoris Institutssammlung
UCS509.9  Lactococcus lactis ssp. cremoris Institutssammlung
Lcl Lactococcus lactis ssp lactis Institutssammlung
Lc2 Lactococcus lactis ssp lactis Institutssammlung
Lc3 Lactococcus lactis ssp lactis Institutssammlung

Lc4 Lactococcus lactis ssp lactis Institutssammlung




Tabelle 6: Verwendete Phagenisolate
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Phagenisolat Wirtsstamm Spezies Referenz
P1154* 3107,Wg2 L. lactis (Meersteiner, 2017)
P1162* 3107,Wg2 L. lactis (Meersteiner, 2017)
P1164 3107,Wg2 L. lactis (Meersteiner, 2017)
P1165 3107,Wg2 L. lactis (Meersteiner, 2017)
P1166* 3107,Wg2 L. lactis (Meersteiner, 2017)
P1169 3107,Wg2 L. lactis (Meersteiner, 2017)
P1170 3107,Wg2 L. lactis (Meersteiner, 2017)
P1173 3107,Wg2, MLS, L. lactis (Meersteiner, 2017)
Bu2-60, RK1, Lcl,
Lc2, Le3, Led

* ausschlieBlich bei Rohmilchscreening und MTP-Test verwendet
3.5 Sonstiges
Tabelle 7: sonstige verwendete Materialien
Typ Hersteller Name
Diagramm Software SigmaPLot13
Eppendorfpipetten Eppendorf
Genomvergleich NCBI BLASTN 2.8.0
Glasglimmerplatte Plano
Glaspipetten Hirschmann Laborgerite 1 ml, 5ml, 10 ml, 20 ml

GmbH & KG
Peleusball VWR
Pipettenspitzen SurPhob, Biozym 1250 pl, 10 pl

Nerbeplus 100 pl
Software Annotierung RAST
Software Assemblierung Geneious 10
Sterilfilter Schleicher & Schiill FP30/0,20 & 0,45 um, CA-S

Filtereinheit
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4 Methoden

4.1 Kultivierungsmethoden der Bakterienstimme

Fiir die Kultivierung der mesophilen L. lactis Stimme wurde ein Inokulum 2%-ig im LM17-
Fliissigndhrmedium angeimpft und {iber Nacht (circa 12 h) bei einer Temperatur von 30°C
inkubiert (o/n Kultur).

AuBlerdem erforderten einige Versuche eine spitlogarithmische Tageskultur. Dazu wurde LM17-
Flissigndhrmedium mit einem mesophilen L. lactis Stamm 2%-ig angeimpft und anschlieend

bis zu einer optischen Dichte von ODgyp = 0,3 bzw. 0,5 wachsen gelassen.

4.2 Keimzahlbestimmung

Die Keimzahlbestimmung wurde im Koch’schen Plattengussverfahren durchgefiihrt. Zunachst
wurde eine dezimale Verdiinnungsreihe der Bakterienprobe erstellt. Die Probe wurde
anschlieBend auf einer mit LM 17-Unterschichtagar beschichteten Platte ausgestrichen und fiir 48

h bei 30°C inkubiert. Danach konnten die Kolonie-bildenden Einheiten (KbE) ausgezihlt und die

Keimzahl mittels der Formel: ————— bestimmt werden.
(n1*14+n,%0,1)*d

4.3 Arbeiten mit Bakteriophagen

4.3.1 Spottest

Durch den Spottest konnte eine erste Abschitzung des Phagentiters vorgenommen werden,
welcher anschlieend mit einem Plaquetest genauer bestimmt worden ist. Aulerdem diente der
Spottest zum Nachweis und zur Ermittlung des Wirtsspektrums der Phagen in Rohmilch. Dazu
wurde in einem kleinen Reagenzglas 0,4 ml 100 mM CaCl, mit 0,1 ml 3 %-iges Glycin und 0,3
ml Tageskultur gemischt. AnschlieBend wurden 3 ml M17-Oberschichtagar hinzugegeben, auf
einer Platte mit Unterschichtagar gegossen und verteilt. Zur Abschitzung des Phagentiters wurde
eine serielle dezimale Verdiinnungsreihe erstellt und anschlieBend 2 x 100 ul Probe
nebeneinander auf den getrockneten Agar pipettiert. Zum Nachweis von Phagen wurden die
Proben aus dem Aliquote der aufbereiteten Rohmilchproben (vgl.4.3.3 Phagenscreening in
Rohmilchproben) ohne Verdiinnung direkt aufgetragen. Nach einer Inkubationszeit von circa 12

h bei 30°C im Brutschrank konnten die Platten auf Lysezonen untersucht werden.



16

4.3.2 Plaquetest

Der Plaquetest diente zur Titerbestimmung der Phagen. Zunichst wurde eine serielle dezimale
Verdiinnungsreihe der zu untersuchenden Phagen erstellt. Hierbei richtet sich die maximale
Verdiinnungsstufe nach dem zu erwartenden Phagentiter, welcher zuvor durch einen Spottest
bestimmt worden ist. AnschlieBend wurde in einem kleinen Reagenzglas 0,1 ml 100 mM CacCl,,
0,1 ml Phagenverdiinnung und 0,3 ml Tageskultur gemischt und bei Raumtemperatur (RT), zur
Adsorption, fiir 10 min. inkubiert. Danach wurden 0,1 ml 3 %-iges Glycin, 0,3 ml 100 mM
CaCl, und 3 ml M17-Oberschichtagar in das kleine Reagenzglas hinzugegeben, gemischt und
auf einer mit LM 17-Unterschichtagar beschichteten Platte ausgegossen. Die folgende Inkubation
fand bei umgedrehten Platten fiir circa 12 h bei 30°C statt.

Nach der Inkubation konnten die Plaques ausgezdhlt werden. Zur Auswertung wurden Platten
von zwei aufeinanderfolgenden Verdiinnungsstufen betrachtet. Dabei sollten die auszuwertenden
Platten mindesten 10 und maximal 300 Plaques aufweisen. Platten die nicht in diesem Bereich
lagen wurden zu der Auswertung hinzugezogen aber bei der Ermittlung des Titers nicht

beriicksichtig. Zur Ermittlung des Phagentiters wurde folgende Formel (1) verwendet.

ere 1
phagentlter (nq*14+n,*0,1)*d ( )

¢ = Summe der gezédhlten Plaques aller Platten, die fiir die Auswertung herangezogen werden

n; = die Anzahl der Platten der niedrigsten auswertbaren Verdiinnungsstufe, die zur Berechnung
herangezogen werden

n, = die Anzahl der Platten der nédchst hoheren Verdiinnungsstufe, die zur Berechnung
herangezogen werden

d = der Kehrwert der Verdiinnung der niedrigsten ausgewerteten Verdiinnungsstufe, hierbei

handelt es sich um die auf n; bezogene Verdiinnungsstufe
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4.3.3 Phagenscreening in Rohmilchproben

In dieser Arbeit wurden 27 Rohmilchproben aus unterschiedlichen norddeutschen Molkereien
auf Phagen untersucht. Um die Proben fiir den Spottest nutzbar zu machen wurden die Proben
zundchst zu Molke aufbereitet. Das heilt die Rohmilchproben wurden mittels 10%-iger
Milchsdure auf einen pH- Wert von 4,6 eingestellt. Nach einer 30-miniitigen Inkubationszeit bei
RT und konstantem Schwenken, wurden die Proben bei 4°C und 12.000 rpm (Beckman Coulter
J2-21/ Rotor JA-20) fiir 20 min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend mit einem 0,45
um Sterilfilter filtriert. Die so priparierten Proben wurden mittels Spottest auf Phagen gepriift.
Dazu wurden folgende L. lactis Stimme verwendet: UC509.9, F7/ 2, Bu2-60, 3107, RK1, ML-
18, Lcl und Lc2.

4.3.4 Mikrotiterplattentest

Der Mikrotiterplattentest diente zur Ermittlung der Phagensensitivitit verschiedener
Starterkulturen, welche in Tabelle 8 dargestellt sind. Dazu wurden die Mikrotiterplatten (MTP)
mittels einer Mehrkanalpipette mit 0,2 ml Nahrmedium je Kavitdt befiillt. Als Ndhrmedium
wurde ein Magermilchgemisch aus Magermilch Ellikerbouillon und Bromkresolpurpur
eingesetzt. Mit einem abgeflammten Impfstempel wurden die zu testenden Starterkulturen zur
Revitalisierung in das Nahrmedium jeder einzelnen Kavitét iiberimpft und fiir circa 12 h im
Brutschrank bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurde aus dieser Mikrotiterplatte eine neue
Mikrotiterplatte mit frischem Néhrmedium angeimpft und die Phagen ebenfalls mit einem
Impfstempel in die Kavitdten iibertragen. Dabei konnte auf einer Mikrotiterplatte 52
Starterkulturen gleichzeitig getestet werden. Aulerdem wurde immer eine Kontrollplatte ohne
Phageninfektion mitgefiihrt. Diese Platte wurde bei der Auswertung des Tests als Referenz
genutzt. Nach einer anschlieBenden Inkubationszeit von circa 12 h bei einer Temperatur von 25
°C konnten die Platten ausgewertet werden. Die Auswertung erfolgte durch das Erkennen eines
Farbumschlags, welcher durch den Metabolismus der Bakterien von Milchzucker zu Milchséure
entsteht. Durch diese Sduerung schlégt der enthaltende Indikator Bromkresolpurpur von blau zu
gelb um. War kein Farbumschlag zu verzeichnen, deutete dies auf eine Phagenaktivitdt hin, da
die Bakterien sich wahrscheinlich nicht oder in zu geringer Konzentration vermehrt hatten. Ein
griinlicher Farbumschlag deutete auf ein verzogertes Wachstum der Bakterien hin. Das Ergebnis
wurde immer zuerst mit der Kontrollplatte abgeglichen. War in den Kavititen der Kontrollplatte
ebenfalls kein Farbumschlag zu erkennen, deutete dies auf eine grundlegende Inaktivitit der
Wirtsstimme hin. Bei einem positiven Befund wurde zur Bestitigung des Ergebnisses ein

Spottest durchgefiihrt.
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Die Phagen P1154, P1162, P1164, P1165, P1166, P1169, P1170 und P1173 wurden zur
Uberpriifung der Starterkulturen eingesetzt. Es wurde also zusitzlich zu den in dieser Arbeit

charakterisierten vier Phagen weitere Phagen getestet.

Tabelle 8: Screening von Starterkulturen auf Phagensensitivitit mittels Mikrotiterplattentest

Mikrotiterplatte Stimme pro Platte  Spezies

1 3x8 L. lactis (Starterkultur)
3x7
3x 12
2 26 L. lactis
3 2x26 L. lactis (Isolate aus fermentierten Milchprodukten)
4 2x26 L. lactis
5 43%! L. lactis (Institutssammlung)
6 52 L. lactis (Starterkultur)
7 52 L. lactis (Starterkultur)
8 52 L. lactis (Starterkultur)
9 52 L. lactis (Starterkultur)
10 52 S. thermophilus
11%# 52 S. thermophilus
12#2 52 S. thermophilus
13%2 52 S. thermophilus
14%? 52 S. thermophilus
15% 52 S. thermophilus
*! Einsatz von HGL-Milch als Nihrmedium *2 qusschlieBlich den Phagen P1165 getestet

4.3.5 Transmissionselektronenmikroskopische Analyse

Die Untersuchung mittels Transmissionselektronenmikroskops (TEM) ermdglichen eine
morphologische Einteilung der Phagen. Auflerdem kann dadurch die Adsorption der Phagen an
Zellen veranschaulicht werden. Die Untersuchungen der Phagen wurden mit Hilfe des
Transmissionselektronenmikroskops (TEM) (Tecnai 10, FEI Company, Eindhoven, Niederlande)
bei einer Beschleunigungsspannung von 80 kV durchgefiihrt.

Zur Herstellung der Phagenprédparate wurde reine Kohle auf eine Glasglimmerplatte (Plano

GmbH, Wetzlar, Deutschland)) aufgedampft.
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AnschlieBend wurde die Platte mit einem Skalpell in kleine circa 3 x 3 mm Quadrate geschnitten
und der Kohlefilm durch Eintauchen in 65 pl Phagenlysat auf eine Teflonplatte abgeschwemmit.
Wihrend der folgenden 10-miniitigen Adsorptionszeit lagerten sich die Phagen am Kohlefilm an.
Der Kohlefilm wurde anschlieBend in zwei Tropfen rH,O gewaschen und in 65 pl eine 2 %-igen
Uranylacetat-Losung {iberfiihrt. Diese wurde zur Phagenfixierung auf ein 400-,,mesh*
Kupfernetz iibertragen. Das iiberschiissige Uranylacetat wurde mit einem Filterpapier entfernt.
Die so préparierten Phagen konnten nun in das TEM eingeschleust und mit einer CCD-Kamera
(Megaview G2, Emsis Miinster, Deutschland) erfasst werden. Die anschlieBende Bildanalyse
erfolgte mit der iTEM 5.2 TEM Imaging Plattform Software (SIS Olympus). Diese Arbeit wurde

von einer Labormitarbeiterin, Frau Angela Back, durchgefiihrt.

4.3.6 Adsorptionsversuche

Um einen Einblick zu erhalten wie schnell die Phagen sich an die Wirtszellen binden kénnen,
wurden Adsorptionsversuche durchgefiihrt (nach Breum, et al., 2007, Ammann, et al., 2008).
Durch diese Versuche konnte die Adsorptionsrate ermittelt werden. Diese ist wichtig um
Aussagen zu Lysezeiten treffen zu konnen, da hohe Adsorptionsraten zu einer kiirzeren Lysezeit
fiihren (Shao & Wang, 2008).

Wie bereits beschrieben, wird die Adsorption in zwei Stufen gegliedert, der reversiblen und der
irreversiblen Adsorption. Die Versuche zur irreversiblen und reversiblen Adsorption sind
wihrend der ersten Versuchsschritte gleich aufgebaut. Zundchst wurde in einem 100 ml
Armchenkolben ein LM17- Fliissignihrmedium mit einer o/n L. lactis 3107 Kultur 2%-ig
angeimpft und diese auf eine ODgy= 0,5 wachsen gelassen. AnschlieBend wurde diese
Suspension fiir 10 min. bei 4°C und 7000 rpm (Beckman Coulter J2-21/ Rotor JA-14)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 2 ml 10 mM MgSO,
resuspendiert. Bei den Phagen P1164, P1165 und P1173 wurde mit LM17-Fliissigndhrmedium
auf ein Gesamtvolumen von 1,8 ml aufgefiillt, um eine MOI von 0,1 einzustellen. Mittels dieser
in Losung vorliegenden Zellen konnte der Versuch gestartet werden.

Vorab musste der in Tabelle 9 exemplarisch dargestellte Phagenansatz pipettiert werden. Die

Zusammensetzungen der anderen Phagenansitze befinden sich im Anhang (vgl. Tabelle 19).
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Tabelle 9: Zusammensetzung des Phagenansatzes P1165 fiir Adsorptionsversuche.

Volumen Losung

25 ul 1 M CaCl,

417 pl Phagen

1358 ul LM17 Bouillon

Von diesem Phagenansatz wurden jeweils 400 pl und jeweils 150 pl der Zellensuspension in ein
Eppendorfgefd3 pipettiert, welche bei 30°C fiir 5 min. erwdrmt worden sind. Anschlieend
wurden aus dem Phagenansatz 350 pl in das Eppendorfgefal mit den Zellen tiberfiihrt, dabei
startete sofort die Versuchszeit. Wéahrend des kompletten Versuches wurden die Proben bei 30°C
gefiihrt. Die Probenentnahme erfolgte nach einer Inkubationszeit von 0, 1, 5, 10 und 15 min. Die
Proben wurden nach der Zusammenfiihrung des Phagenansatzes und der Zellen gevortext, eine
anschlieBende Durchmischung der Probe musste vermieden werden.

Fiir die nachfolgenden Schritte erfolgte eine Trennung der Versuchsdurchfiihrung. So wurden
bei der irreversiblen Adsorption jeweils 10 ul der Probe entnommen und in auf Eis gehaltener
990 ul RL/NaCL verdiinnt. Nach der Versuchszeit von 15 min. verblieben die Proben auf Eis, so
lange bis der Versuch der reversiblen Adsorption durchgefiihrt worden ist. AnschlieBend
mussten die Proben flir 1 min. bei 4°C und 14.000 rpm (Eppendorf-Zentrifuge 5417R)
abzentrifugiert werden. Aus dem Uberstand wurden fiir den anschlieBenden Plaquetest 100 pl
entnommen und in 900ul Verdiinnungslésung verdiinnt.

Bei der reversiblen Adsorption wurden 100 pl Probe entnommen und sofort fiir 1 min. bei 4°C
und 14.000 rpm (Eppendorf-Zentrifuge 5417R) zentrifugiert. Aus dem Uberstand sind 10 ul in
990 ul Verdiinnungslosung verdiinnt worden und fiir die anschlieBenden Plaquetests auf Eis
gehalten. Mit folgender Formel (2) konnte der prozentuale Anteil von gebundenen Phagen an
Bakterienzellen errechnet werden. Im  Anschluss erfolgte die Auswertung und
Ergebnisdarstellung iiber die Software SigmaPlot 13.

Sollten dabei reversible und irreversible Adsorption eine dhnliche Verlaufskurve aufweisen so ist
davon auszugehen, dass die Adsorption an die Wirtszelle als einstufiger Prozess ablduft oder das
die Phagen sich so schnell irreversibel an die Wirtszellen binden, dass kein Unterschiede zu
erkennen sind (Ammann, et al., 2008).

(2)
Adsorption [%] = ((Titer gontrolie — Titer probe) / Titer Kontrolie)* 100
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4.3.7 One Step Growth

Mit Hilfe des One Step Growth assay (nach Casey et al., 2015) wurden die Wurfgrof3e, sowie die
Latenzzeit der Phagen bestimmt. Fiir die Durchfiihrungen des Tests wurden 50 ml LM17-
Fliissigndhmedium aus einer o/n L. lactis 3107 Kultur 1 %-ig angeimpft. Diese wurde bei 30°C
so lange inkubiert bis ODgy9 = 0,3 erreicht war. Anschlieend wurde die Suspension bei 7000
rpm (Beckman Coulter J2-21/ Rotor JA-25.50) und 4°C fiir 10 min. zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt und das Zellpellet in 500 pl LMI17-Fliissigndhrmedium erneut gelost.
Anschliefend wurde der Phagenansatz (Phagenlysat, LM17-Flissigndhrmedium und 1 mM
CaCl,, vgl. Anhang Tabelle 17) mit einer MOI von 0,005 pipettiert. Die Bakterienzellen und der
Ansatz wurden fiir 2 min. bei 30°C inkubiert. Danach wurden 500 pl des Phagenansatzes zu den
Zellen gegeben und erneut fiir 10 min. bei 30°C inkubiert.

In der Folge wurden die Zellen durch eine Zentrifugation fiir 30 sec. bei 14.000 rpm (Eppendort-
Zentrifuge 5417R) und 4°C von dem LM 17-Fliissigndhrmedium getrennt und anschlieBend in 50
ml LM17-Fliissigndhrmedium aufgenommen. Daraus wurden alle 10 min. 1x 300 pl Probe
entnommen. Zu dem Zeitpunkt t = 0 min. (ty) wurden 3x 300 ul Proben (tpa, tob, toc) entnommen.
Die Proben tob und toc wurden fiir 30 sec. bei 14.0000 rpM (Eppendorf-Zentrifuge 5417R) und
4°C zentrifugiert. Die Zellen der Probe toc wurden erneut in LM17-Fliissigndhrmedium geldst
und unter den gleichen Bedingungen wie zuvor zentrifugiert. Bei der Probe tob wurde der
Uberstand bearbeitet. Probe tya wurde unbehandelt weiterbearbeitet. AnschlieBend wurde mit
allen Proben eine serielle dezimale Verdiinnungsreihe aufgestellt und ein Plaquetest
durchgefiihrt. Die Zeitdauer der Probenentnahme wurde phagenspezifisch angepasst und erfolgte
bis zum Erreichen des ersten Wachstumsplateaus. Dieses duflert sich durch eine Stagnation der
Wachstumskurve, das heiflt der Phagentiter nahm nicht weiter zu. Die Wurfgrofe wurde
ermittelt indem die Anzahl freigesetzter Phagen nach Versuchsende durch die Anzahl an

infizierten Zellen zurzeit t, geteilt wurde. Daraus folgt die nachstehende Formel.

Titer after Burst — t, 3)
Phage added — t,

Wurfgrofie =

to = Phagentiter zum Zeitpunkt 0 min.
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4.3.8 Lytische Anzucht von Phagen

Durch die lytische Anzucht konnen Informationen iiber das Lyseverhalten der Phagen gegeniiber
den Wirtsstimmen gewonnen werden. Es wurde ermittelt wie viel Zeit die Phagen benttigen um
bei anzunehmenden optimalen Bedingungen den Wirtsstamm am Wachstum zu hindern. Dazu
wurde die optische Dichte der wachsenden Kultur bei 620 nm gemessen.

Es wurden 0,1 ml unverdiinntes Phagenlysat mit 0,1 ml 100 mM CacCl, und einer o/n L. lactis
Kultur 3107 gemischt. Die Volumina der Bakterienkultur wurde fiir eine MOI = 0,01
entsprechend angepasst. Dies erfolgte mit Hilfe der folgenden Formel (4). Als Beispiel dient hier
die Berechnung fiir den Phagen P1173 die anderen Phagenanstize sind im Anhang dargestellt
(vgl. Tabelle 18).

2,3%107in 0,1 ml 4)
= X = 0,013 bei 0,1 ml Zugabe von "3107"
MOlX = T8 10°m 0,1 ml Hgabev

Diese Ansidtze wurden fiir 10 min. bei RT inkubiert und anschlieBend mit 5 ml LMI17-
Fliissigndhrmedium gemischt. Direkt im Anschluss erfolgte die erste optische Dichtemessung bei
ODgy0, weitere Messungen wurden alle 30 min. durchgefiihrt. Wihrend der gesamten Messzeit
wurden die Proben bei 30 °C inkubiert. Die Messungen wurden nach circa 6 h gestoppt und eine
letzte Messung erfolgte nach circa 24 h. Bei allen Versuchen wurde eine Kontrolle mitgefiihrt,

welche nicht phageninfiziert war.

4.3.9 Genomvergleich

Um die morphologische Einordnung der Phagen auch auf Genomebene zu bestitigen, wurde ein
Genomabgleich mit verwandten Phagen durchgefiihrt. Fiir diesen Abgleich wurde die von NCBI
bereitgestellte Datenbank BLASTN, 2.8.0 verwendet (Altschul, et al., 1997). Dazu mussten die
Phagen-Genome mittels des Hochsequenziergerites Illumina MiSeq sequenziert werden. Die
erforderlichen genomischen Libraries wurden mittels Nexterae XT Kit erstellt. Mit Hilfe des
Programmes Geneious 10 wurden die Genome anschliefend zusammengesetzt und durch RAST
annotiert. Die Auswertung, das hei3t das Erstellen der Grafiken ist durch das Programm Artemis

comparison tool erfolgt.
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5 Ergebnisse

5.1 Rohmilch Screening

Es konnte durch die eingesetzten Wirtsstimme keine Phagen in den 27 Rohmilchproben

nachgewiesen werden.

5.2 Starterkulturenscreening auf Phagensensitivitit mittels MTP-Test

Die Ergebnisse des MTP-Tests sind ebenfalls negativ ausgefallen, wobei einige
Wachstumshemmungen und —verzégerungen auf den MTP, siehe Abbildung 6, festgestellt
worden sind. Diese konnten jedoch durch einen anschlieenden Spottest nicht verifiziert werden.
Das folgende Beispiel zeigt auf der linken Seite ein Kontrollplatte und auf der rechten Seite eine
mit dem Phagen P1173 infizierte Platte. Die schwarzen Punkte kennzeichnen Wachstumsaustille
der Kultur, die schwarzen Schrigstriche kennzeichnen Wachstumshemmungen. In diesem Fall

sind vier Wachstumsausfille und vier Wachstumsverzdgerungen festzustellen.
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Abbildung 6: Mikrotiterplatten mit Lactococcus lactis, ohne Phageninfektion (links, Kontrolle), mit
Phageninfektion des P1173 (rechts, Versuch), Inkubationszeit circa 12 h bei 30°C.
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5.3 Charakterisierung der Phagen P1164, P1165, P1169, P1173.

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse sollen die vier L. lactis Phagen P1164, P1165, P1169
und P1173 genauer charakterisieren. Es erfolgt zundchst eine Einteilung in die L. lactis
Phagentaxonomie durch die morphologische Analyse mittels TEM. Durch einen Genomabgleich
sollen diese Ergebnisse bestdtigt werden. Anschlieend soll die zentrale Frage geklart werden,
ob die Phagen einen Einfluss auf die Starterkulturen und deren Fermentationsvorgénge in
Molkereien haben konnen. Dazu werden die Adsorptionsrate, die WurfgroBe und das

Lytischeverhalten genauer betrachtet.

5.3.1 Morphologische Analyse durch Transmissionselektronenmikroskopie

Die Abbildung 7 und Abbildung 8 zeigen die TEM-Aufnahmen der Phagen P1164 (links) und
P1165 (rechts) in 160.000-facher PrimérvergroBerung. Sie besitzen einen &hnlich groflen
isodiametrischen Kopf mit einem Durchmesser von circa 58,7 nm und eine an dem Schwanz
sitzende Basisplatte. Sie zeigen Unterschiede in der Schwanzldnge auf. Der Phage P1165 besitzt
mit einer Lange von 224,8 nm einen kiirzeren und schmaleren Schwanz als der Phage P1164 mit
einer Lange von 258,6 nm. Die dazu in der folgenden Tabelle 10 dargestellten Malle sind aus

mehreren Messungen ermittelte Durchschnittswerte.

Pll64 *7 : P1165

S 7 ' o

— G e
200-nm- 20000 [
Abbildung 7: TEM- Aufnahme des Phagen P1164, Abbildung 8: TEM- Aufnahme des Phagen P1165,
Aufnahme bei einer 160.000-fachen Aufnahme bei einer 160.000-fachen

Primirvergrofierung. Primirvergrofierung.
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Tabelle 10: Durchschnittliche Abmessungen, mit Standardabweichung, der morphologischen Merkmale der

Phagen P1164 (11 Messungen) und P1165 (3 Messungen).

P1164 P1165
Kopfdurchmesser 58,7+ 1,7 nm 57,15+ 2,2 nm
Schwanzlidnge 258,6 £5,7 nm 224,8 £ 15,8 nm
Schwanzbreite 12,5+ 0,3 nm 10,6 +£ 0,81 nm
Schwanzfiberldinge 155,2 +£2.4 nm* vorhanden™®*
* es erfolgten 3 Messungen ** ¢s konnten keine Fiber vermessen werden

Die TEM-Aufnahmen der Phagen (links) P1169 und (rechts) P1173 sind in Abbildung 9 und
Abbildung 10 gezeigt. Die dazugehorigen Mafle sind in Tabelle 11 dargestellt.

Der Phage P1169 besitzt einen gleich grofen isodiametrischen Kopf mit einem Durchmesser von
58,1 nm wie die Phagen P1164 und P1165 und weist in der Schwanzldnge mit 227,0 nm dhnlich
Werte wie der Phage P1165 auf.

Der Phage P1173 besitzt einen groferen isodiametrischen Kopf mit einem Durchmesser von 81,8
nm als die zuvor beschriebenen Phagen P1164, P1165 und P1169. Auflerdem weist er als

weiteres Unterscheidungsmerkmal einen ldngeren Schwanz von 506,1 nm auf.

V- — 200 nm |
Abbildung 9: TEM- Aufnahme des Phagen P1169, Abbildung 10: TEM- Aufnahme des Phagen P1173,
Aufnahme bei einer 135.000-fachen Aufnahme bei einer 93.000-fachen

Primirvergrofierung. Primirvergrofierung.
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Tabelle 11: Durchschnittliche Abmessungen, mit Standardabweichung, der morphologischen Merkmale der

Phagen P1169 (8 Messungen) und P1173 (23 Messungen)

P1169 P1173
Kopfdurchmesser 58,1 £1,1 nm 81,8 +£2,8 nm
Schwanzlidnge 227,0 £3,9 nm 506,1 + 8,0 nm
Schwanzbreite 11,5+ 0,47 nm 13,7+ 0,5 nm
Schwanzfiberlinge 162,9 + 24,46 nm 65,5+ 6,0 nm

5.3.2 Genomvergleiche

Fiir die Vergleiche der Phagen auf Genomebene mit deren nédchsten Verwandten sind diese
sequenziert und mit der Datenbank BLASTN 2.8.0 abgeglichen worden. Die Ergebnisse wurden
grafisch zusammengetragen und in Abbildung 11 dargestellt. Es werden die zu
charakterisierenden Phagen (in der Mitte, umrahmt) und deren nichsten verwandten Phagen
abgebildet. Dabei stellen die orangenen Pfeile die Genomkarten des jeweiligen Phagen dar.
Durch die blauen Bereiche werden die prozentualen Ubereinstimmungen im Genom
gekennzeichnet, wobei dunkelblau eine 100 %-ige und hellblau eine 69 %-ige Ubereinstimmung
zeigt. Anhand dieser Darstellung ist zu erkennen, dass die Phagen P1164 und P1169
geringfiigige Ahnlichkeiten zu deren niichsten verwandten L. lactis Phagen UL36.k1, P335 und
53802 aufweisen. AuBerdem zeigt der P1169 eine geringe Kongruenz zu dem S. thermophilus
Phagen 9871. Dies wird auch durch die Werte der Tabelle 12 und Tabelle 13 bestdtigt. Der
Phage P1173 hingegen weist eine 81 %-ige Ubereinstimmung mit dem L. lactis Phagen 949 auf.
Auffallend ist, dass die ndchsten Verwandten 9871 und CHPC577 des P1165 Phagen zu den S.
thermophilus Phagen gehoren. Diese weisen sowohl in der grafischen als auch in der

tabellarischen Auswertung eine geringe Ubereinstimmung auf.
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36kl

Pll&4

9871
0871

P1163

CHPC377
P335

P1169

53802
949

P1173

AMD

100%-ige Ubereinstimrmumng der Genome

69%jge Ubereinstimmung der Genome

Abbildung 11: Genomvergleich der Phagen P1164, P1165, P1169 sowie P1173 und den nichsten Verwandten,
blaue Bereiche markieren Analogien im Genom, wobei dunkelblau einer 100%-igen Ubereinstimmung

entspricht.
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Tabelle 12: Ergebnisse der BLASTN-Analyse des Phagen P1164 und P1165, Darstellung der nichsten
Verwandten, der prozentualen Ubereinstimmung und der prozentualen Angabe der Identitit auf

Nukleotidebene (BLASTN, 2.8.0).

Phage Nichste Verwandte Cover E value Ident. Referenz
query [%] [Yo]
P1164 L. lactis Phage 63301 17 0.0 90 (Oliveira, et al.,
2016)
L. lactis Prophagengenom 28 0.0 94 (Muhammed &
(nicht identifiziert) Vogensen, 2018)
L. lactis ssp. cremoris SK11 39 0.0 94 (Makarova, et al.,
2006)
L. lactis ssp. cremoris JM3 39 0.0 94 (Kelleher, et al.,
2017)
L. lactis Phage ul36 27 0.0 94 (Labrie &
Moineau, 2002)
S. thermophilus Hybrid-Phage 15 0.0 91 (McDonnell, et al.,
9871 2016)
P1165 S. thermophilus Phage 20 % 0.0 90 % (Szymczak, et al.,
CHPCS577 2016)
S. thermophilus Hybrid-Phage 20 % 0.0 90 % (McDonnell, et al.,
9871 2016)
S. thermophilus Phage 9873 20 % 0.0 90 % (McDonnell, et al.,
2016)
S. thermophilus Phage 9873 20 % 0.0 90 % (McDonnell, et al.,
2016)
S. thermophilus Phage 9874 20 % 0.0 90 % (McDonnell, et al.,
2016)
S. thermophilus Phage 20 % 0.0 89 % (Szymczak, et al.,
CHP(C926 2016)
L. lactis ssp. cremoris Stamm 19 % 0.0 89 % (Kelleher, et al.,

IM4

2017)
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Tabelle 13: Ergebnisse der BLASTN-Analyse des Phagen P1169 und P1173, Darstellung der nichsten

Verwandten, der prozentualen Ubereinstimmung und der prozentualen Angabe der Identitit auf

Nukleotidebene (BLASTN, 2.8.0).

Phage Naichste Verwandte Cover E value Ident. Referenzen
query [%] [Yo]
P1169 L. lactis ssp. cremoris Stamm 38 % 0.0 92 % (Kelleher, et al.,
IM3 2017)
L. lactis ssp. cremoris Stamm 38 % 0.0 92 % (Makarova, et al.,
SK11 2006)
L. lactis Prophagengenom 24 % 0.0 92 % (Muhammed &
(nicht identifiziert) Vogensen, 2018)
L. lactis Phage P335 24 % 0.0 92 % (Labrie, et al.,
2008)
L. lactis Phage P63301 14 % 0.0 90 % (Oliveira, et al.,
2016)
P1173 L. lactis Phage P949 81 % 0.0 93% (Samson &
Moineau, 2010)
L. lactis Phage philL47 87 % 0.0 89 % (Cavanagh, et al.,
2014)
L. lactis Phage AM2 87 % 0.0 91 % (Mahony, et al.,
2017)
L. lactis Phage AMS 87 % 0.0 91 % (Mahony, et al.,
2017)
L. lactis Phage AM3 87 % 0.0 91 % (Mahony, et al.,
2017)
L. lactis Phage AM1 87 % 0.0 91 % (Mahony, et al.,

2017)




30

5.3.3 Plaquetest-Bilder

Um eine ganzheitliche Beschreibung der Phagen vornehmen zu konnen, soll im Folgenden auf
die charakteristischen Plaques eingegangen werden. Dazu zeigen die nachfolgenden Abbildung
12 bis Abbildung 15 die typischen klaren Zonen, die bei einer mit Phagen infizierten Kultur
entstehen. Abbildung 12 und Abbildung 13 zeigen die Plaquemorphologie der Phagen P1164
(links) und P1165 (rechts). Sie weisen durchsichtige runde Locher im Bakterienrasen mit einem

klar abgegrenzten Rand auf. Es sind keine anderen Auffilligkeiten festzustellen.

Abbildung 12: klare Plaques des Phagen P1164/ Abbildung 13: klare Plaques des Phagen P1165/
Titer = 1,9%10"/ Verdiinnungsstufe = 107, Titer = 4,810"/ Verdiinnungsstufe = 10°°,

Die folgenden Abbildung 14 und Abbildung 15 zeigen Aufnahmen der Plaques der Phagen
P1169 (links) und P1173 (rechts). Hervorzuheben sind hierbei die Plaques des Phagen P1173. Er
bildet einen milchigen Hof um den klar abgegrenzten inneren Plaque, den sogenannten ,,Halo®.
Diese werden durch sehr aktive phagenkodierte Lysine verursacht, die die Zellwand der
Wirtsbakterien aufbrechen und die extrazellulire Polymeren Substanzen (EPS) des
Wirtsstammes aufldsen (Deveau, et al., 2003; Hughes, et al., 1999). Der Phage P1169 weist im
Gegensatz zu den anderen Phagen sehr kleine Plaques auf. Die Plaques sind klar von dem

Bakterienrasen abgegrenzt.
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Abbildung 14: kleine, klare Plaques des Phagen Abbildung 15: grofle, in der Mitte klare Plaques des
P1169/ Titer = 1,1¥10%/ Verdiinnungsstufe = 10, Phagen P1173 mit milchigem Halo/ Titer = 2,4%10/

Verdiinnungsstufe = 107,

5.3.4 Adsorptionsversuche

Fiir eine bessere Gegeniiberstellungmoglichkeit der Adsorptionsraten wurden die Ergebnisse der
Versuche in Tabelle 14 zusammengefasst. Ferner wurden TEM-Aufnahmen des
Adsorptionsvorganges zur Veranschaulichung des Adsorptionsvorganges hinzugefiigt (siche
Abbildung 20 bis Abbildung 23). Es ist zu sehen, dass alle Phagen unterschiedliche
Adsorptionskinetiken aufweisen. Der Phage P1173 weist eine schnelle irreversible Adsorption
gegeniiber den anderen Phagen auf. Nach 0 min. sind bereits 81,9 % irreversibel gebunden.
AuBerdem werden nach 15 min. fast 100 % adsorbiert, wobei bei den Phagen P1164 und P1169
nur circa 96 % irreversibel binden. Ferner weisen die Phagen P1164, P1165 und P1169 erst nach
5 min. eine Adsorptionsrate von circa 94 % auf. Auftillig ist hier, dass der Phage P1165 nach 1
min. bereits 44,9 % irreversible gebunden hat.

Bei der reversiblen Adsorption ist auffallend, dass die Adsorptionsraten bei 0 min. {iber dem der
irreversiblen Adsorptionsrate liegen. Normalerweise sollten die Raten bei 0 min. auf einem
gleichen Level liegen, zumal die Ausgangskonzentration der Phagen nahezu identisch war,
sowohl bei der irreversiblen, als auch bei der reversiblen Adsorption. Vermutet wird, dass in

diesem Fall die Adsorption sehr schnell geschieht.
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Tabelle 14: reversible und irreversible Adsorptionsraten der Phagen P1164, P1165, P1169 und P1173 zu den
Zeitenpunkten 0, 1 ,5,10 ,15 min.

Zeit Phage  Adsorptionrate [%] Phage  Adsorptionrate [%]
e P1164*" reversible irreversible P1165*” reversible irreversible
0 77,9 % 5,9 % 63,6 % 7,6 %
1 88,8 % 18,8 % 74,1 % 44.9 %
5 95,5 % 92,6 % 97,2 % 94,7 %
10 96,9 % 95,9 % 98,4 % 98,5 %
15 97,5 % 96,3 % 98,5 % 99,0 %
P1169*° P1173**
0 84,6 % 11,0 % 81,9 %
1 84,3 % 2,1 % 96,0 %
5 96,0 % 94,1 % 99,2 %
10 98,0 % 96,8 % 99,6 %
15 97,8 % 95,8 % 99,7 %

*!13_fach-Bestimmung ~ *°2-fach-Bestimmung  *’ 2-fach-Bestimmung
#* | -fach-Bestimmung/ keine ausreichenden Ergebnisse fiir Auswertung der reversiblen

Adsorption

Die folgenden Diagramme zeigen die Verlaufskurven der reversiblen (re) und irreversiblen (ir)
Adsorption der Phagen P1164, P1165, P1169 und P1173. Hierbei wird der Phagentiter in PbE/ml
in Abhidngigkeit der Zeit in min. dargestellt. Aulerdem werden die Standardabweichungen mit
angezeigt. In allen Diagrammen ist zu erkennen, dass die Kontrollen einen konstanten
Phagentiter aufweisen. Dies weist auf eine korrekte Versuchsdurchfiihrung hin, da die
Kontrollen mit MgSO, anstelle von Zellen des Wirtsstammes 3107 pipettiert wurden und somit
keine Zellen zur Adsorption vorhanden sind.

Die Versuche ,,mit Zellen*, im Folgenden mit ,,Zellen ir* und ,,Zellen re* gekennzeichnet, zeigen
bei allen Versuchen einen monoton fallenden Kurvenverlauf. Bei den Phagen P1164, P1165 und
P11609 ist zu sehen, dass der Phagentiter zwischen 1 und 5 min. um eine Zehnerpotenz gesunken
ist. Der Phage P1173 weist eine derartige Titerreduktion bereits nach 1 min. auf. Aulerdem wird
deutlich, dass die Phagentiter stets flacher abfallen und sich so einem unteren Grenzwert ndhern.
Dieser Grenzwert liegt bei einer Adsorptionsrate von 100 %, das heif3t alle Phagen sind an eine
Zelle adsorbiert und es konnen keine freien Phagen mehr nachgewiesen werden. Es ist
hervorzuheben, dass bei der irreversiblen Adsorption des Phagen P1169. ein Anstieg nach 10

min. des Titers zu erkennen ist.
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Abbildung 16: Adsorptionsverlauf des Phagen P1164 bei 30°C bei einer MOI
von 0,1/ Versuchsdauer 0 - 15 min., 3-fach-Bestimmung, reversible (re) und
irreversible (ir) Adsorption mit Zellen des Wirtsstamm 3107 und Kontrolle

ohne Wirtsstamm mit MgSO,.
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Abbildung 17: Adsorptionsverlauf des Phagen P1165 bei 30°C bei einer MOI
von 0,1/ Versuchsdauer 0 - 15 min., 2-fach-Bestimmung, reversible (re) und
irreversible (ir) Adsorption mit Zellen des Wirtsstamm 3107 und Kontrolle

ohne Wirtsstamm mit MgSO,.
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Abbildung 18: Adsorptionsverlauf des Phagen P1169 bei 30°C bei einer MOI von
0,1/ Versuchsdauer 0 - 15 min., 2-fach-Bestimmung, reversible (re) und

irreversible (ir) Adsorption mit Zellen des Wirtsstamm 3107 und Kontrolle ohne

Wirtsstamm mit MgSO,.
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Abbildung 19: Adsorptionsverlauf des Phagen P1173 bei 30°C bei einer MOI von
0,1/ Versuchsdauer 0 - 15 min., 1-fach-Bestimmung, reversible (re) und

irreversible (ir) Adsorption mit Zellen des Wirtsstamm 3107 und Kontrolle ohne

Wirtsstamm mit MgSO,.
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Abbildung 20: Tra lektr ikroskopische ~Aufnahme des

Rohmilchphagen P1164 (s. Pfeile) nach Adsorption an L.lactis 3107 Wirtszellne

(Negativkontrastrierung mit 2 % (w/v) Uranylacetat), Aufnahmen bei 65.000-

facher Primirvergroéfierung.

lektr ikroskopische Aufnahme des

Abbildung 22: Tra
Rohmilchphagen P1169 (s. Pfeile) nach Adsorption an L.lactis 3107 Wirtszellen
(Negativkontrastrierung mit 2 % (w/v) Uranylacetat), Aufnahmen bei 65.000-

facher Primirvergrofierung.

g

des

Aufnahme

he

21:
Rohmilchphagen P1165 (s. Pfeile) nach Adsorption an L.lactis 3107 Wirtszellen

Tra

Abbildung lektronenmikroskopi

(Negativkontrastrierung mit 2 % (w/v) Uranylacetat), Aufnahmen bei 65.000-facher

Primirvergréfierung.

200 Am

23: Transmissionselektronenmikroskopische ~ Aufnahme des

Abbildung
Rohmilchphagen P1173 (s. Pfeile) nach Adsorption an L.lactis 3107 Wirtszellen

(Negativkontrastrierung mit 2 % (w/v) Uranylacetat), Aufnahmen bei 65.000-facher

Primirvergrofierung.
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5.3.5 One Step Growth-Versuche

Die folgende Tabelle 15 zeigt zusammengefasst die Latenzzeiten und die WurfgroBBen der vier
Phagen P1164, P1165, P1169 und P1173. Es ist zu erkennen, dass drei Phagen die gleiche
Latenzzeit aufweisen und der Phage P1169 sich mit 40 min. von diesen drei abhebt.

Die grofite Replikationsrate von 6,3 Phagen pro Zelle weist der Phage P1173 auf.

Tabelle 15: Ubersicht der Latenzzeiten und WurfgroBien der Phagen P1164, P1165, P1169 und P1173,
ermittelt durch One Step Growth-Versuche

Phage Latenzzeit  Wurfgrofie

P1164 30 min. 4,9 Phagen pro Zelle
P1165 30 min. 5,4 Phagen pro Zelle
P1169 40 min. 3,0 Phagen pro Zelle
P1173 30 min. 6,3 Phagen pro Zelle

Die folgenden Abbildung 24 bis Abbildung 27 zeigen grafisch die One Step Growth
Kurvenverldufe. Es wird der Phagentiter in PbE/ml in Abhéngigkeit der Zeit in min. dargestellt.
Bei allen Diagrammen ist ein exponentieller Anstieg des Titers nach der Latenzzeit zu erkennen.
Vor und nach diesem Anstieg sind die Kurvenverldufe anndhernd konstant. Dies bedeutet, dass
wihrend dieser Zeit die Phagen an die Zelle adsorbieren und sich in der Zelle vermehren.

Bei den Phagen P1165 und P1173 wurde jeweils iiber 70 min. und bei den Phagen P1164 und
P1169 wurde bis 60 min. gemessen. Danach ist eine Plateaubildung zu erkennen was auf einen
Abschluss eines Zyklus des Replikationsvorganges deutet. Die ,,phage added* Linie dient als

Referenz zur Berechnung der Wurfgrofe.
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Abbildung 24: One Step Growth des Phagen P1164 bei 30°C bei einer MOI von Abbildung 25: One Step Growth des Phagen P1165 bei 30°C bei einer MOI von
0,005 mit dem Wirtsstamm 3107, Die zugegebenen Phagen sind durch die blaue 0,005 mit dem Wirtsstamm 310, Die zugegebenen Phagen sind durch die griine

Referenzlinie dargestellt / Versuchsdauer 0- 70 min., 2-fach-Bestimmung. Referenzlinie dargestellt, Versuchsdauer 0- 60 min., 2-fach-Bestimmung.
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Abbildung 26: One Step Growth des Phagen P1169 bei 30°C bei einer MOI von Abbildung 27: One Step Growth des Phagen P1173 bei 30°C bei einer MOI von
0,005 mit dem Wirtsstamm 3107, Die zugegebenen Phagen sind durch die blaue 0,005 mit dem Wirtsstamm 3107. Die zugegebenen Phagen sind durch die graue

Referenzlinie dargestellt, Versuchsdauer 0- 70 min., 2-fach-Bestimmung. Referenzlinie dargestellt, Versuchsdauer 0- 60 min., 3-fach-Bestimmung.
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5.3.6 Lytische Anzucht

Die grafische Darstellung der lytischen Anzucht der Phagen P1164, P1165, P1169 und P1173
sind in den folgenden Abbildung 28 bis Abbildung 31 gezeigt. Es wird die optische Dichte bei
einer Wellenldnge von 620 nm in Abhéngigkeit der Zeit in min. dargestellt. Anhand der
optischen Dichte kann in Korrelation das Wachstum der Bakterienstimme aufgezeigt werden.
Die Messungen wurden bis zu dem Zeitpunkt t = 24 h durchgefiihrt. Alle Kontrollen weisen den
typischen exponentiellen Wachstumsverlauf einer Bakterienkultur auf. In allen Diagrammen ist
ein Abfall der optischen Dichte des phageninfizierten Wirtsstammes zu verzeichnen. Bei den
Phagen P1164, P1165 und P1169 ist jedoch ein Wiederanstieg der optischen Dichte zu erkennen.
Bei den Phagen P1164 und P1165 zeigt der Kurvenverlauf einen Abfall der optischen Dichte bei
circa 3 h und eine anschliefende Zunahme, die gegen das Maximum der Kontrolle strebt. Bei
dem Phagen P1173 wird das Wachstum des Wirtsstammes ebenfalls erst nach circa 2 h
unterdriickt. Es ist jedoch zu erkennen, dass dieser Phage das Wachstum komplett inhibiert.

Bei dem Phagen P1169 zeigt die Verlaufskurve einen Anstieg nach 6,5 h. Vorher wird das

Wachstum des Wirtsstammes durch diesen Phagen komplett unterdriickt.



40

0.8+

0.6+

0.4+

—e—— P 1164

024 — —% —  Kontrolle

0.0 T T T T T T T T T T T T T

Zeit []

Abbildung 28: Lytische Anzucht des Phagen P1164 bei 30°C bei einer MOI von
0,01, Wirtsstamm 3107 durch Phagen infiziert (P1164) und nicht infiziert
(Kontrolle), 1-fach-Bestimmung.
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Abbildung 29: Lytische Anzucht des Phagen P1165 bei 30°C bei einer MOI von
0,01, Wirtsstamm 3107 durch Phagen infiziert (P1165) und nicht infiziert

(Kontrolle), 1-fach-Bestimmung.
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Abbildung 30: Lytische Anzucht des Phagen P1169 bei 30°C bei einer MOI von Abbildung 31: Lytische Anzucht des Phagen P1173 bei 30°C bei einer MOI von
0,01, Wirtsstamm 3107 durch Phagen infiziert (P1169) und nicht infiziert 0,01, Wirtsstamm 3107 durch Phagen infiziert (P1173) und nicht infiziert

(Kontrolle), 1-fach-Bestimmung. (Kontrolle), 1-fach-Bestimmung.
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6 Auswertung und Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden 27 Rohmilchproben von verschiedenen Molkereien aus
Deutschland auf Phagen untersucht. Die von Meersteiner (2017) analysierten Rohmilchproben
wiesen eine Phagenkontamination von circa 40 % auf. Dieses Ergebnis kann durch die
Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit nicht bestétigt werden, da in keiner der untersuchten
Rohmilchproben Phagen gefunden wurden. Es konnen zwar Phagen in den Proben vorhanden
sein, diese konnten aber mit den eingesetzten Kulturen nicht detektiert werden. Daher ist die
publizierte Aussage, dass Rohmilch als Haupteintragsquelle von Phagen in Molkereien gilt, zu
hinterfragen (Madera, et al., 2004). Die hohe Diversitit der Phagen in den Rohmilchproben sollte
deshalb Inhalt weiterfiihrender Untersuchungen sein.

AuBlerdem wurden in dieser Arbeit vier aus der Rohmilch isolierte Phagen genauer
Charakterisiert. Es handelt sich dabei um die L. lactis Phagen P1164, P1165, P1169 und P1173.
Aufgrund ihrer morphologisch charakteristischen Merkmale, die durch die Analyse mittels TEM
bestimmt wurden, kénnen die Phagen zwei Gruppen zugeordnet werden. Die Phagen P1164,
P1165 und P1169 sind morphologisch, aufgrund des isodiametrischen Kopfes, der Schwanzlinge
von circa 230- 240 nm und dem zu erkennenden Fiber in die Gruppe P335-Untergruppe BKS-T
(Untergruppe I) einzugliedern (Jarvis, 1984). Anzumerken ist, dass der Phage P1164 mit einer
Schwanzldnge von circa 260 nm etwas von den Merkmalen dieser Gruppe abweicht. Die
Genomvergleiche zeigen jedoch keine Ubereinstimmungen mit der Gruppe BK5-T (Untergruppe
I). Dies ldsst vermuten, dass diese Phagen eine eigene noch nicht bestimmte Gruppe bilden. Eine
Besonderheit konnte bei dem Phagen P1165 festgestellt werden. Dieser Phage weist ein
Hybridgenom auf, welches sowohl L. lactis als auch S. thermophilus Sequenzen fasst.

Der Phage P1173 weist einen deutlich lingeren Schwanz mit circa 506 nm auf. Daher kann
dieser Phage anhand der bisher publizierten Schwanzlingen der Gruppe der 949 Phagen
zugeordnet werden (Deveau, et al., 2006). Der Genomvergleich zeigt, dass das Genom des
P1173 mit dem des 949 Phage zu 81 % fibereinstimmt und demzufolge auch dieser Gruppe
zuzuordnen ist.

Die darauf folgenden Versuche zur Ermittlung der Phagensensitivitit verschiedener
Starterkulturen mittels MTP-Test zeigten keine positiven Ergebnisse. Daraus folgt, dass die in
dieser Arbeit untersuchten Phagen nicht zu den Phagen gehdren die sonst {iblicherweise in den
Molkereien Probleme mit Starterkulturen verursachen. Hiufig werden hier die Phagen der
Gruppe P335 als Problemphagen genannt (Kelly, et al., 2013). Jedoch scheint das fiir die
Untergruppe BKS-T (Untergruppe I) nicht zuzutreffen. AuBerdem wurden S. thermophilus

Stamme auf die Sensitivitdt des Phagen P1165 iiberpriift und obwohl im Genom Sequenzen des
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S. thermophilus Phagen vorliegen, konnte keine Adsorptionsaffinitit aufgezeigt werden. Es
konnte sein, dass der vorliegende Genomabschnitt zu den Morphogenesemodulen und nicht zu
den Replikationsmodulen gehort (McDonnell, et al., 2016).

Des Weiteren wurde fiir eine umfassendere Beschreibung auf mikrobiologischer Ebene der
Phagen die Plaquebildung dokumentiert. Dabei zeigten die drei Phagen des Types BKS-T
(Untergruppe I) klar vom Bakterienrasen abgegrenzte kleine Plaques. Der Phage aus der Gruppe
der 949 Phagen wies hingegen eine Anomalie zu den anderen Phagen auf. Er bildet um den
eigentlichen Plaque einen Lysehof, einen Halo. Dieser Halo entsteht durch aktive Phagenlysine,
welche die EPS der Bakterienkultur auflosen. Diese Enzyme haben aber laut Deveau (2002)
keinen Einfluss auf die Adsorptionszeit bzw. auf die Replikationsrate der Phagen. Diese Aussage
kann durch die in dieser Arbeit erfolgten Untersuchungen nur teilweise bestétigt werden. Der
Phage P1173 zeigt nach 1 min. eine irreversible Adsorptionsrate von 96 %, was im Vergleich zu
den anderen untersuchten Phagen ein hoher Wert ist. Die Adsorptionszeiten fiir eine mindesten
96 %-ige irreversible Adsorptionsrate betridgt bei den anderen Phagen P1165 10 min. und bei den
Phagen P1164 und P1169 15 min. Aus anderen Publikationen stammende Werte fiir L. lactis
Phagen zeigen irreversible Adsorptionsraten von 92,9 % bei 10 min. (Breum, et al., 2007). Es
kann also ein Zusammenhang zwischen den Enzymen und der hohen irreversiblen
Adsorptionsrate des Phagen P1173 vermutet werden.

Hohe Adsorptionsraten fithren laut Shao (2008) zu einer schnelleren Latenzzeit. Der Phage
P1173 weist zwar eine hohe Adsorptionsrate auf, die Latenzzeit liegt jedoch verglichen mit den
Phagen in dieser Arbeit im Durchschnitt bei 50 min. Werden andere Phagen aus der Gruppe 949
betrachtet, welche durchschnittliche Latenzzeiten von 71 min. aufweisen, so ist zu erkennen,
dass die Latenzzeit des Phagen P1173 hier iiber dem Schnitt liegt (Samson & Moineau, 2010;
Moineau, et al., 1993).

Die Aussage, dass sich die Phagenlysine nicht auf die Replikationsrate auswirken, kann bestétigt
werden, da der Phage P1173 mit einer Wurfgro3e von 6,3 Phagen pro infizierter Zelle eine nicht
signifikant hohere WurfgroBe aufweist als die Phagen der Gruppe BKS-T (Untergruppe I).

Diese weisen WurfgroBen von P1164 = 4,9, P1165 = 5,4 und P1169 = 3,0 Phagen pro infizierter
Zelle auf. Die Wurfgrof3e des vergleichbaren Phagen 949 ist mit 78 Phagen pro infizierter Zelle
signifikant hoher (Samson & Moineau, 2010).

Die von Fernandez (2017) besagten Fermentationsstorungen ausgelost durch Phagen, konnen
anhand der vorliegenden Daten iiber die Phagen P1164, P1164, P1169 und P1173 nicht bestétigt
werden. Durch die geringen WurfgroBBen konnen sich die Phagen nicht schnell genug

Vermehren, um eine stabile Phagenpopulation in Molkereien aufzubauen. Aulerdem zeigt das
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Lytischeverhalten der Phagen, dass die Phagen der BKS5-T Gruppe (Untergruppe I) das
Wachstum des L. lactis Wirtsstammes zwar zweitweise hemmen, es aber nicht komplett
inhibieren konnen. Der Phage P1173 inhibiert zwar den Wirtsstamm, jedoch treten Phagen der
P949 Gruppe in Molkereien eher selten auf (Mahony, et al., 2015). Zudem zeigten die Phagen
keine Sensitivitit gegeniiber den getesteten Starterkulturen auf. Zusitzlich kommt die von
Meersteiner (2017) ermittelte limitierende Thermostabilitit der P335 Phagen von 65°C, sodass
die Phagen bei einer Pasteurisation der Rohmilch inaktiviert werden. Dies gilt auch fiir die
Phagen der 949 Gruppe, hier wurden Inaktivierungstemperaturen von 63°C bis 83°C
dokumentiert (Mahony, et al., 2017).

Daher kann abschlieBend gesagt werden, dass die Rohmilchphagen, die in dieser Arbeit
untersuchten worden sind, keine signifikante Bedeutung fiir Starterkulturen in Molkereien

aufweisen.
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7 Zusammenfassung

Es wurden in dieser Arbeit, aufbauend auf Ergebnisse von Meersteiner (2017), 27
Rohmilchproben aus verschiedenen Molkereien auf Phagen untersucht. Divergierend zu den
Proben aus der vorangehenden Arbeit konnten in dieser Arbeit keine Phagen in Rohmilch
nachgewiesen werden. AuBlerdem wurden vier Phagen fiir eine genauere Charakterisierung
ausgewdhlt. Die Phagen der P335 Untergruppe BKS5-T (Untergruppe 1) P1164, P1165, P1169
und P1173 der Phagengruppe 949 konnten in einer fritheren Arbeit aus Rohmilchproben isoliert
werden. Diese Einteilung ist durch Aufnahmen eines Transmissionselektronenmikroskops
verifiziert worden. Durch einen Genomvergleich mit den nachsten verwandten Phagen wurde fiir
den Phagen P1165 gezeigt, dass er ein Hybridgenom aus L. lactis und S. thermophilus
Phagengenomregionen enthélt. Um ein besseres mikrobiologisches Gesamtbild der Phagen zu
erhalten, wurden die Phagen auf Adsorptionszeit und —raten, sowie Wurfgrofle, Latenzzeit und
Lytischesverhalten gegeniiber L. lactis Stéimmen untersucht. Hierbei wies der Phage P1173 die
grofite Wurfgrofle von 6,3 freigesetzten Phagen pro infizierte Zelle auf. Ferner konnte bei diesem
Phagen eine schnelle irreversible Adsorption nachgewiesen werden. Dieser Phage ist der einzige
der den Wirtsstamm 3107 komplett inhibieren konnte. Zusétzlich ist eine Anomalie gegeniiber
den anderen Phagen bei der Plaquebildung zu verzeichnen. Der Phage bildet Halos, die durch
aktive Phagenlysine verursacht werden.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde die Bedeutung der aus Rohmilch isolierten Phagen
gegeniiber Starterkulturen in Molkereien diskutiert. Es kann gesagt werden, dass unteranderem
aufgrund der geringen WurfgroBe die untersuchten Rohmilchphagen keine signifikante Relevanz
fiir Starterkulturen aufweisen. Zudem konnte in dieser Arbeit keine weiteren Wirtsstimme fiir

diese Phagen identifiziert werden.
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12 Anhang
Tabelle 16: Verwendete Chemikalien
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Chemikalien

Agar-Agar (hochrein)
Ascorbinsdure
Bacto-Agar

Beef-Extract
Bromkresolpurpur
Calciumchlorid (CaCl2)
D-Glucose
Ellikerboullion

Ethanol unvergillt
Glycin

Isopropanol (2-Propanol)
Lackmusloung
Lactose-Monohydrat
Magermilchpulver
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4x 7 H20)
Natriumchlorid
Natrium-B-Glycerophosphat
Phytone-Peptone
Poly-Peptone
Ringer-Tabletten
Uranylacetat-Losung

Yeast-Extract

Hersteller

Merck, Darmstadt

AppliChem

Becton Dickinson, Le Pont de Claix, Frankreich
BD, Becton Dickinson, Sparks, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

BD, Becton Dickinson, Sparks, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka Analytical

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
VWR, Leuve, Belgien

BD, Becton Dickinson, Sparks, USA
BD, Becton Dickinson, Sparks, USA
Merck, Darmstadt

Agar Scientific. Stansted, England
BD, Becton Dickinson, Sparks, USA
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Tabelle 17: One step Growth, Phagenansatz von P1164, P1165, P1169 und P1173, MOI = 0,005.

Phage Phagentiter Keimzahl Phagenansatz
Lysates [PbE/ml] 3107 [PbE/ml]

Lysat I mM CaCl,[ul]  LMI17 [pul]

[ul]
P1164 4,0%10’ 5,110’ 1106 14 0
P1165 2,35%10’ 5,1%¥10’ 650 14 336
P1169 2,3%10’ 5,110’ 1130 14 0
P1173 2,9%108 5,1%10’ 90 14 896,3

Tabelle 18: Lytische Anzucht, Phagentiter der Phagen P1164, P1165, P1169 und P1173.

Phage Titer [PbE/ml]
P1164 1,9%10’
P1165 4,8%10’
P1169 1,1%¥107
P1173 2,3%107

Tabelle 19: Adsorptionsversuch, Phagenansatz von P1164, P1165, P1169 und P1173, MOI = 0,1.

Phage Phagentiter Keimzahl Phagenansatz
Lysates [PbE/ml] 3107 [PbE/ml]

Lysat[ul]] 1M CaCl[pl] LMI7 [pl]

P1164 1,9%10’ 5,1%10’ 1000 25 775
P1165 2,35%10’ 4,8%107 417 25 1358
P1169 1,1%108 5,1%10’ 181 25 1594

P1173 2,9%10° 5,1*¥10’ 833 25 942
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