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Bakteriophagen mit Spezifitit fiir obligat anaerobe gramnegative Stibchen sind bisher in
nennenswerter Zahl fiir mehrere Spezies des Genus Bactervides beschrieben worden, dagegen aber
nur in sehr geringer Zahl solche fir zwei Spezies des Genus Fusobacterium, namlich 7 fir
Fusobacterinm varium und 1 fir Fusobacterium necrophorum. In der vorliegenden Arbeit wird tiber die
Isolierung von weiteren 9 chloroformresistenten DNS-Phagen mit ausschlieBlicher Spezifitit fir
Stimme der Spezies Fusobacterium varinm aus zwei verschiedenen Abwasserproben und deren
eingehende Charakterisierung berichtet. Phagen fir Stimme der Spezies Fusobacterium necrophorum,
Fusobacterinm — mortifernm und  Fusobacterinm ~ gonidiaformans sowie fir nicht auf Speziesebene
identifizierbare Fusobakterien konnten nicht nachgewiesen werden.

Die Charakterisierung umfal3te neben dem Verhalten gegentiber Chloroform die Bestimmung der
Ultrastruktur, der Plaquemorphologie, der lytischen Aktivitit gegeniiber einer grof3eren Zahl von
Stimmen der Genera Fusobacterinm und  Bacteroides, sowie die molekularbiologischen
Untersuchungen der Strukturproteine und des Phagengenoms. Mit Ausnahme von zwei als
identisch bestimmten Phagen zeigten die verbleibenden 8 Isolate in mindestens einem Merkmal
eindeutige Unterschiede untereinander und gegentiber den von BOHME beschriebenen Phagen
mit gleicher Speziesspezifitit und stellten somit eigene Entititen dar. Im FEinzelfall sind aber
evolutiondre verwandschaftliche Beziehungen innerhalb eines Morphotyps wahrscheinlich.
Erstmals konnten 2 Phagen mit Spezifitat fir Fusobacterinm varium isoliert werden, die mit einem
isometrischen Kopf und einem langen, mit einer dicken Scheide versehenen und daher
wahrscheinlich auch kontraktilen Schwanz dem Morphotyp der Myoviridae zuzuordnen sind. Fir
jeweils 3 Isolate ergab sich deren Zugehorigkeit zu den bereits fiir Phagen dieser Spezies
bekannten Morphotypen der Podoviridae bzw. Siphoviridae. Alle Phagen lysierten sowohl die
indolpositiven als auch indolnegativen Stimme der insgesamt 21 untersuchten Isolate von
Fusobacterinm varium, woraus wegen der ermittelten hohen Speziesspezifitat gefolgert werden kann,
dal3 die Eigenschaft der Indolbildung keine einheitliche Eigenschaft von F.varium ist. Andererseits
er6ffnet sich hierdurch die Moglichkeit der Etablierung eines Transduktionssystemes innerhalb
der Spezies F. varium mit der Indolbildung als kontraselektivem Marker zwischen indolpositiven
und indolnegativen Stimmen. Da die Phagen fv Na 5 (E) und fv 83-554/3/3 (G) zusammen alle
21 Stamme von F.varium lysierten, ergibt sich die Moglichkeit, diese Phagen zur Spezies-
identifizierung einzusetzen. Schliellich soll hervorgehoben werden, da3 der Stamm F. varium
MLU 91-2641/1 von allen Phagen lysiert wurde. Er konnte somit als ein universeller Indikator

tir Fl.oarium-Phagen dienen, z.B. zur Erkennung viraler fikaler Kontamination in Wasserproben.

Otto, Fabian: Isolierung und Charakterisierung von Fusobacterium varium-Phagen aus

Abwasserproben. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 73 Seiten, 2001
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1 Einleitung

Bakteriophagen sind Viren von Bakterien, wobei zwischen Phagen und Wirtszelle eine oft bis auf
die Stammebene reichende Spezifitit besteht.

Die ersten intensiveren Untersuchungen tber Auflésungserscheinungen von Bakterien durch
Phagen gehen auf den kanadischen Forscher FELIX d° HERELLE 1917 (39) zurtick. Bereits
1915 hatte TWORT (75) Zerfallsvorginge bei Staphylokokken durch Phagenwirkung
beschrieben, seiner Veroffentlichung wurde jedoch keine Beachtung geschenkt. Nachdem er
vorher bereits in einer Rethe von Verdffentlichungen tber Phagen berichtet hatte,
veroffentlichte " HERELLE im Jahre 1921 sein Buch mit dem Titel ,,L.e bactériophage: son role
dans I'immunité”. Seit ’HERELLEs Entdeckung wurden in der Folge von vielen Autoren
Bakteriophagen in Darmausscheidungen erkrankter und gesunder Menschen oder Tiere, aber
auch in der freien Natur wie z.B. in Abwissern, nachgewiesen. Die Annahme d’HERELLES, dal3
es nur eine einzige Bakteriophagenart gibe, wurde erst spiter widerlegt.

Zumeist bestehen Bakteriophagen wie andere Viren aus einer Proteinhiille (Kapsid), welche aus
Kapsomeren aufgebaut ist. Das Kapsid umbhiillt das Phagengenom (cre), das entweder aus RNS
oder aus DNS bestehen kann. Beide Nukleinsidurearten konnen dabei als Finzel- oder
Doppelstrang vorliegen und sind verantwortlich fiir die Replikation des Phagengenoms sowie die
Synthese der Strukturproteine. Daneben gibt es Bakteriophagen, die neben Proteinen auch
Lipoproteine enthalten oder im Falle der Plasmaviridae statt des Kapsides lediglich eine
Virushiille aus Lipoproteinen haben. Bakteriophagen sind obligate Zellparasiten, sie besitzen
keine energieliefernden Enzymsysteme (20).

Eine Klassifikation bekannter Bakteriophagen wurde 1967 von BRADLEY (18) aufgestellt. Diese
sah eine Aufteilung der Phagen in sechs morphologische Grundtypen (A-F) vor. Die Typen A-C
sind gemil dieser Einteilung geschwinzte Phagen mit doppelstringiger DNS. Der Schwanz ist
beim Typ A kontraktil, bei den Typen B und C dagegen nicht. Typ C weist im Unterschied zu
Typ A nur einen kurzen Schwanz auf. Der Typ D umfasst schwanzlose Phagen mit
isometrischem Kopf, der aus grolen Kapsomeren besteht und Einzelstrang-DNS enthilt. Der
ebenfalls schwanzlose, isometrische Phage vom Typ E besitzt dagegen ein aus kleinen
Kapsomeren aufgebautes Kapsid und eine Einzelstrang-RNS als Nukleinsiure. Der letzte Typ F
besteht aus flexiblen Filamenten. Das Genom liegt hier als Finzelstrang-DNS vor.

Gegenwirtig am meisten anerkannt ist die tberarbeitete Einteilung der Bakteriophagen nach
ACKERMANN (2), die neu entdeckte Phagentypen genauso beriicksichtigt wie die variable

Kopflinge bei geschwinzten Phagen. Diese neue Klassifizierung sieht eine Unterteilung in 13



verschiedene Familien und Genera vor, die teilweise mit der Einteilung von BRADLEY
Ubereinstimmt. Die wichtigsten Eigenschaften sind in Abbildung 1 wund Tabelle 1
zusammengestellt.

Geschwinzte Phagen werden gemill dieser Klassifikation zur Ordnung der Candovirales
zusammengefal3t und in die Familien Myoviridae (Schwanz dick und lang, kontraktil, entspricht
Typ A nach BRADLEY), Siphoviridae (langer, nicht kontraktiler Schwanz, Typ B nach
BRADLEY) und Podoviridae (kurzer, nicht kontraktiler Schwanz, Typ C nach BRADLEY)
unterteilt. Die Untertypen A1-3, B1-3 und C1-3 resultieren aus unterschiedlichen Kopflingen der
geschwinzten Phagen, was jedoch ein weniger wichtiges Merkmal fir die Taxonomie darstellt.
Den Typen D und E nach BRADLEY entsprechen die isometrischen Phagen mit 5 Familien und
9 Gattungen, so z.B. die Microviridae und Leviviridae. Fine sehr bemerkenswerte Form weisen die

filamentosen (3 Familien, 4 Gattungen, F1-4) und pleomorphen Phagen (2 Familien und Genera,

G1-2) auf.

D1

Al B1 Cl

D2 F2

| O

A2 B2  C2 N F4

El
O|"
E2

A3 B3 C3

Gl F G2

Abb. 1: Morphotypen der Bakteriophagen. Nach ACKERMANN (2, 5, 6)



Tabelle 1: Einteilung der Phagenfamilien und -genera. Nach ACKERMANN (2)

Morphotyp Form Genom Familie Genus Einzelheiten
Al bis A3 geschwinzt  DNS, ds, | Myoviridae -- Schwanz
kontraktil
B1 bis B3 DNS, ds, 1 Siphoviridae -- Schwanz lang
nicht kontraktil
C1 bis C3 DNS, ds, 1 Podoviridae -- Schwanz kurz
D1 isometrisch ~ DNS,; ss, z Microviridae Microvirus Auffillige
Spiromicrovirus  Kapsomere
Bdellomicrovirus
Chlamydiamicro-
virus
D3 DNS, ds, z, S Corticoviridae Corticovirus Kapsid komplex,
Lipide
D4 DNS, ds, 1 Tectiviridae Tectivirus Kapsid doppelt,
Pseudoschwanz
Lipide
El RNS,; ss, 1 Leviviridae Levivirus
Allolevivirus
E2 RNS, ds, 1, seg.  Cystoviridae Cystovirus Hille, Lipide
F1 filamentos DNS,; ss, z Inoviridae Inovirus Lange Filamente
F2 DNS,; ss, z Plectrovirus Kurzer Stab
F3 DNS, ds, 1 Lipothrixviridae ~ Lipothrixvirus  Hiille, Lipide
F4 DNS, ds, 1 Rudiviridae Rudivirus TMV-dhnlich
G1 pleomorph  DNS,ds, z, S Plasmaviridae Plasmavirus Hulle, Lipide
kein Kapsid
G2 DNS, ds, z, S Fuselloviridae Fusellovitus Zitronenform
z = zirkuldr
1 = linear
S = Superhelix
seg. = segmentiert



Bakteriophagen stellen die grofite aller Gruppen unter den Viren dar und kommen sowohl in
Eubakterien als auch in Archaebakterien vor, entweder als Prophagen in lysogenen
Wirtsstimmen oder frei in der Natur innerhalb einer weiten Spanne von Habitaten.

Die ersten elektronenoptischen Untersuchungen von Phagen erfolgten durch H. RUSKA im Jahr
1940. Seit 1959 sind mittlerweile ungefahr 5100 Bakteriophagen bekannt geworden, wovon die
geschwinzten Phagen mit etwa 96% (ca. 4950 Phagen) die grof3te Gruppe darstellen. Innerhalb
derselben gehéren etwa 60,8% zu den Siphoviridae, 14,1% zu den Podoviridae und 25,1% zu den
Myoviridae. Nur etwa 3,6% aller bekannten Bakteriophagen sind kubisch, filamentos oder
pleomorph (2).

Der Proze3 der Phagenvermehrung liuft in mehreren Schritten ab. Die erste Phase, die
Adsorption an die Wirtszelle, stellt eine spezifische Wechselwirkung zwischen viralen Proteinen
und bakteriellen Rezeptoren dar. Geschwinzte Phagen adsorbieren mit dem distalen
Schwanzende, schwanzlose Phagen heften sich mit Hilfe eines Hiillproteins an. Als Rezeptoren
der Bakterienzelle konnen neben Proteinen und Polysacchariden auch Pili oder Flagellen dienen.
Aus der spezifischen Wechselwirkung zwischen Phage und Rezeptor erklirt sich die hohe
Wirtsspezifitit. Bakterien ohne entsprechende Rezeptoren sind somit gegen Bakteriophagen
resistent (18).

Nach erfolgter Adsorption penetriert nur die Nukleinsiure des Phagen in die Wirtszelle, wiahrend
die Proteinhiille ausserhalb der Zelle verbleibt, die Nukleinsiure wird gewissermallen in das
Bakterium injiziert. Die ndchste Phase umfasst den vom Virusgenom vorgegebenen
Vermehrungszyklus in der Wirtszelle. Dabei sind zwischen virulenten und temperenten Phagen
Unterschiede festzustellen. Bei virulenten Phagen erfolgt ein Arrest der wirtseigenen DNS/RNS-
und Proteinsynthese. Statt dessen kommt es zur Replikation der viralen Nukleinsduren und
Translation der Phagenproteine, gefolgt von Zusammenbau und Freisetzung der neuen
Bakteriophagen parallel zur Lyse der Zelle, die dabei zugrunde geht. Je nach Phagenart und
Stamm sowie den physiologischen Wachstumsbedingungen dauert ein Reproduktionszyklus etwa
20-60 Minuten. Aus einer infizierten Bakterienzelle werden zwischen 20 und mehreren hundert
Phagen freigesetzt, was als burst size (Wurfgrofle) bezeichnet wird. Die Periode von der Infektion
bis zum Auftreten des ersten reifen Phagen heil3t Eklipse (20).

Bei temperenten Phagen wird das Phagengenom in das Wirtsgenom integriert und mit diesem
repliziert, ohne dal3 primir neue Phagenpartikel entstehen. Das integrierte Phagengenom wird als
Prophage bezeichnet, der abhingig von verschiedenen induzierenden Faktoren (z.B. UV-Licht)
oder spontan in das virulente Stadium zurtickkehren kann. Der zum Prophagenstadium fithrende
Vorgang heisst Lysogenisation, der betroffene Bakterienstamm lysogen. Prophagen koénnen

bestimmte Leistungen oder Eigenschaften des betroffenen lysogenen Bakterienstammes



verindern. Wenn virale, in das Bakteriengenom integrierte Gene exprimiert werden, und keine
virale, sondern eine bakterielle Funktion austiben, spricht man von einer lysogenen Konversion.
Ein bekanntes Beispiel ist die Toxinbildung bei Diphteriebakterien, die auf der Wirkung eines
Prophagen beruht. (7, 18, 20)

Im Bereich der Bakteriengenetik kommt der sogenannten Transduktion Bedeutung zu, bei der
mit Hilfe eines Bakteriophagen genetisches Material von einer Bakterienzelle auf eine andere
tbertragen werden kann, was unter anderem fir die Ausbildung von Antibiotikaresistenzen von

Bedeutung ist (20).

Seit der Erstbeschreibung der Bakteriophagen gab es Bemihungen, sie therapeutisch bei
bestimmten Infektionen einzusetzen. Gerade in den Jahren nach Ihrer Entdeckung (1920 — 1940)
wurde eine Vielzahl von Versuchen unternommen, die jedoch nicht den gewiinschten Erfolg
brachten. Mit der Entwicklung hochwirksamer Antibiotika verlor dieser Anwendungsaspekt
weiter an Bedeutung. Heute wird in verschiedenen Zentren noch vereinzelt an therapeutischen
Anwendungen geforscht, beispielsweise zum Einsatz staphylokokkenspezifischer Bakteriophagen
bei lokalen Infektionen (25). Besonders in den Lindern des ehemaligen Ostblockes wurden
Phagen bereits erfolgreich bei der Behandlung eitriger Infektionen eingesetzt (4, 26). Global
betrachtet sind die Ergebnisse jedoch, verglichen mit den urspriinglich in den therapeutischen

Nutzen gesetzten Hoffnungen, eher enttauschend.

Neben dem Einsatz in der Genetik werden Phagen heute vor allem zur Lysotypie bei
epidemiologischen Studien verwendet, daneben auch zur Differenzierung verschiedener Spezies
(20, 33, 35, 38). Dabei stellt fir Typisierungsschemata vor allem die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse ein wiederkehrendes Problem dar (64).

AuBerdem wurden Phagen in verschiedenen Studien als Indikatoren fikal-oraler/viraler
Abwasserbelastung  z.B. als Indikatoren fiir Enterovirus-Vorkommen in Wasserproben
untersucht (12). Zusitzlich konnen Phagen als Modelle fiir das Verhalten von Enteroviren in
Abwasserbehandlungsprozessen wie z.B. Desinfektion, Filtration, Koagulation usw. dienen (12).
Besonders im Hinblick auf die Kontrolle etablierter Wasserbehandlungsverfahren oder die
Formulierung von Qualititsstandards fir Wasser wire ein zuverldssiger Indikator sehr von
Nutzen (59). Idealerweise wire die Isolation der Viren selbst anzustreben, was jedoch in der
Praxis auf verschiedene Probleme wie z.B. zeitlicher Aufwand, Kosten, Variation und Prizision
der Detektionsverfahren sto3t. Phagen sind hinsichtlich Struktur, Komposition, Morphologie
und GroBle den Enteroviren dhnlich. Bakteriophagen mit Spezifitit fiur Bacteroides fragilis,

insbesondere fiir den Stamm HSP-40, wurden auf ihre mégliche Eigenschaft als Indikatoren von



viralen Verunreinigungen in Trinkwasser bzw. menschlicher fikaler Wasserverunreinigungen
untersucht (72). Diese Phagen haben denselben Ursprung wie humane Enteroviren, zeigen hohe
Korrelation mit deren Anwesenheit und vermehren sich nicht signifikant unter natiirlichen
Umweltbedingungen. Bakterien der Gattung Bacteroides sind strikt anaerobe Keime und eine
Hauptkomponente menschlicher Faeces. Es ist unwahrscheinlich, daf} sie in der Natur frei
vorkommen, folglich hitten infizierende Phagen das Potential als Virus-Indikatoren. In der
Arbeit von TARTERA und JOFRE (72) konnten aus allen untersuchten Abwasserproben mit
Bacteroides fragilis HSP-40 als Vermehrungsstamm Phagen isoliert werden, ebenso wie aus 10% der
untersuchten menschlichen Faeces, was nach Meinung der Autoren die Anzahl der aus den
Abwissern isolierten Phagen hinreichend erklirt. Dagegen war ein Phagennachweis fir Bacteroides
fragilis HSP-40 aus tierischen Faeces nicht erfolgreich. Bei den Untersuchungen konnte auch die
bereits erwahnte hohe Speziesspezifitit wiederum beobachtet werden.

Auch die Verbesserung der Detektionsverfahren fiir Phagen aus Wasserproben aller Art sowie
aus Faeces ist Gegenstand mehrerer Forschungsarbeiten. Dies beinhaltet unter anderem
Vergleiche unterschiedlicher  Filtrationsverfahren oder Variationen der verwendeten
Nihrl6sungen und der Untersuchungsbedingungen (z.B. pH-Wert) (12, 24, 59, 60, 73).
Bakteriophagen mit Spezifitit fiir anaerobe gramnegative Bakterienspezies waren bislang nur in
geringem Umfang Gegenstand von Isolierungsversuchen. Die Suche konzentrierte sich vielmehr
auf solche Wirtsbakterien, denen aus medizinischen, wirtschaftlichen oder anderen Griinden
besonderes Interesse galt, wie z.B. Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Staphylo- und Streptokokken
sowie den anaeroben Clostridien. Anaerobier haben jedoch gerade in den letzten Jahren als
Erreger von Infektionen an Bedeutung gewonnen (14, 29, 50). Neben den bereits erwihnten
Clostridium- und  Bacteroides-Spezies mul3 auch Vertretern des Genus Fusobacterium Beachtung
geschenkt werden. Fusobakterien sind wie Vertreter von Bacteroides spp. gramnegative, obligate
Anaerobier. Nach ihrer ersten Beschreibung im spiten 19. Jahrhundert unterlag die Taxonomie
vielfiltigen Anderungen (14). Aus medizinischer Sicht sind Fusobakterien wichtige Verursacher
endogener pyogener Infektionen.

Der erste Phage, der anaerobe gramnegative Stibchen als Wirtsbakterium besal3, war der fiir
Sphaerophorus varius von HUET und THOUVENOT beschriebene Phage 277 (47). Da das Genus
Sphaerophorus heute dem Genus Fusobacterium entspricht, war somit der erste fiir anaerobe
gramnegative Stibchen entdeckte Phage ein Vertreter mit Spezifitit fir eine Spezies des Genus
Fusobacterium und zwar F. varium.

SABISTON und COHL (67) isolierten 1969 einen fir Bactervides spezifischen Phagen aus
Abwissern, gefolgt von Untersuchungen wie z.B. von PREVOT et al. (65), NACESCU et al.
(63), BRANDIS et al. (19), KELLER und TRAUB (52), BURT et al.(21), BOOTH et al. (15),



COOPER et al. (23), KORY und BOOTH (55), TARTERA und JOFRE (72) sowie HOHNE et
al. (42).

Fir Fusobakterien wurden bisher nur 8 Phagen beschrieben. Ein Phage mit Spezifitit fur F.
necrophorum wurde von TAMADA et al. (71) isoliert und ist morphologisch den Myoviren
zuzuordnen, wihrend der Phage 277 von F. wvariwm (17, 47) zu den Podoviren gehort.
ANDREWS et al. beschrieb 1997 ebenfalls einen fur F. varium spezifischen Phagen (10), und
BOHME isolierte aus Abwasserproben 5 Bakteriophagen von F. varium (16), erstmals darunter

auch Vertreter der Siphoviridae mit dieser Spezifitat (44).

Das primire Ziel der vorliegenden Untersuchungen bestand in der Isolierung und
Charakterisierung weiterer Phagen mit Spezifitit fir einzelne Spezies des Genus Fusobacterium, um
die insgesamt noch sehr begrenzte Palette der bislang von HUET und THOUVENOT (47),
TAMADA et al. (71), ANDREWS et al. (10) sowie BOHME (16) bzw. HOHNE et al. (44)
beschriebenen Phagen zu erweitern.

Hierzu sollten Abwasserproben stadtischer Kliranlagen unter Verwendung einer grof3eren Zahl
von Stimmen verschiedener Spezies des Genus Fusobacterium als Vermehrungsstimme auf das
Vorkommen von Phagen untersucht werden. Gleichzeitig war dabei der Frage nachzugehen, ob
mit bestimmten Stimmen des Genus Fusobacterium haufiger Phagen als Hinweis auf virale fikale
Kontamination in Abwasserproben nachweisbar sind, als mit dem von TARTERA und JOFRE
(72) als Universalindikator vorgeschlagenen Stamm HSP-40 von Bacteroides fragilis.

Die neuen Isolate waren an Hand ihrer biologischen, ultrastruktruellen und
molekularbiologischen Merkmale eingehend zu charakterisieren und die Ergebnisse dieser
Merkmalsbestimmungen mit denen der Untersuchungen von BOHME (16) bzw. HOHNE et al.
(44) einer vergleichenden Wertung zu unterziechen. Ziel dieses Teils der Aufgabe war die
Beantwortung der Frage, bei welchen Phagen es sich um eigene Entititen handelt bzw. welche
Isolate identische Phagen darstellen.

Ein besonderer Schwerpunkt der Untersuchungen betraf die Suche nach Fusobakterien-Phagen
mit bisher bei diesen Bakterienviren noch nicht nachgewiesenen Morphotypen, namentlich
solchen der zweithdufigsten Gruppe von Phagenultrastrukturen tberhaupt, den Myoviridae mit
dicken, kontraktilen Schwinzen (6).

Eine weitere Teilaufgabe bestand darin, durch Bestimmung der Lysisspektren einer moglichst
groBen Zahl individueller Stimme von Fusobacterium varinm jene Phagen zu ermitteln, die
innerhalb dieser Spezies moglichst viele der in die Untersuchungen einbezogenen Stimme zu

lysieren vermogen, um durch Kombination von wenigen Phagen ein lytisch aktives Gemisch zu



erhalten, mit dem alle Vertreter dieser Spezies lysiert werden und dadurch einer
Speziesbestimmung zugefihrt werden konnen.

Die Untersuchung der Lysisspektren sollte dartiber hinaus nicht nur zur Phagencharakterisierung
beitragen, sondern gleichzeitig der Erkennung von Stimmen gelten, die von allen verfiighbaren
Phagenisolaten lysiert werden und die somit als universelle Indikatorstimme fiir den Nachweis

von Phagen als virale Kontaminanten in Abwasserproben dienen kénnten.

SchlieBlich war mit Hilfe der Bestimmung der spezifischen Iytischen Aktivitit der Frage
nachzugehen, ob — vergleichbar zu anderen anaeroben Spezies — die Indolbildung (41) auch bei
Fusobacterinm varium eine speziesspezifische Eigenschaft darstellt oder ob sowohl indolpositive wie
indolnegative Stimme von ein und demselben speziesspezifischen Phagen lysiert werden und
beide somit tatsachlich — wie in der Literatur angegeben — zu einer einheitlichen Spezies gehoren.
Im letztgenannten Fall wiren damit gleichzeitig Phagen gewonnen, die sich fir
Transduktionsexperimente innerhalb der Spezies Fusobacterium varium mit der Indolbildung als

Unterscheidungsmerkmal zwischen Donatoren und Transduktanten eignen wiirden.

2 Materialien

2.1 Bakterienstimme

Insgesamt wurden 44 Stimme anaerober gramnegativer Stibchen der Genera Fusobacterium und
Bacteroides in die Untersuchungen einbezogen. Bei diesen Stimmen handelte es sich sowohl um
Referenzstimme international anerkannter Stammsammlungen wie z.B. VPI, RMA und ATCC
als auch um institutseigene Stimme, die aus klinischen Untersuchungsproben isoliert worden
waren. Hinzu kamen einzelne Isolate anderer Laboratorien, die mit der Bitte um Identifizierung
an das INSTITUT FUR MEDIZINISCHE MIKROBIOLOGIE der MARTIN-LUTHER-
UNIVERSITAT HALLE-WITTENBERG eingesandt worden waren, sowie einige Stimme aus
individuellen Stammsammlungen.

Fir die Isolierung der Phagen wurden 29 Stimme eingesetzt. Davon gehorten 28 Stimme zum
Genus Fusobacterium, wobei folgende Spezies vertreten waren: Floarium (11 Stamme), Fonortiferum
(4 Stamme), F.necrophorum (10 Stimme), F.gonidiaformans (1 Stamm) und 2 nicht auf Speziesebene
identifizierte Staimme. Zu Vergleichszwecken wurde ein Stamm von Bacteroides fragilis (HSP-40) in

die Isolierungsversuche einbezogen. Fiir die Ermittlung der Lysisspektren wurden neben den fiir



die Isolierung eingesetzten Stimmen weitere Stimme des Genus Fusobacterium herangezogen, die
in der Zwischenzeit neu isoliert oder unserem Institut zugesandt worden waren.
Die folgende Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht der verwendeten Bakterienstimme. Die Tabelle 3 gibt

Auskunft iiber die Stimme, die zur Bestimmung der Lysisspektren zusitzlich zu den in Tabelle 2

genannten herangezogen wurden.

Tabelle 2: Zur Phagenisolierung verwendete Bakterienstimme, in der letzten Spalte ist jeweils die fiir die Isolierung

verwendete Abwasserprobe angegeben

Lfd. Nr. |Stamm-Nr. Spezies Abwasser
1 2
1 HSP 40 Bacteroides fragilis + +
2 ATCC 8501 Fusobacterium — varium + +
3 ATCC 25286 F Fusobacterium ~— necrophorum + +
4 VPI 2377 Fusobacterium — varium + +
5 VPI 2392 Fusobacterium — varium + +
6 VPI 2527 Fusobacterium — varium + +
7 Hu 2495 Fusobacterinm — necrophorum + +
8 Li 5 Fusobacterium — varium + +
9 Na 5 Fusobacterium — varium + +
10 Na 95-938/5 Fusobacterinm  necrophorum +
11 Na 95-939/6 Fusobacterinm — necrophorum - +
12 MLU 81-365 Fusobacterinm  species + +
13 MLU 81-495/1 Fusobacterium ~— necrophorum + +
14 MLU 81-531/2 Fusobacterium varinm + +
15 MLU 82 Fusobacterium ~— necrophorum - +
16 MLU 82-226/1 Fusobacterium ~— necrophorum + +
17 MLU 82-245/3 Fusobacterium ~— necrophorum + +
18 MLU 82-552/1 Fusobacterium varinm + +
19 MLU 83-4/1 Fusobacterium ~— necrophorum - +
20 MLU 83-12/4 Fusobacterinm  species + +
21 MLU 83-270/3 Fusobacterium — mortiferum + +
22 MLU 83-554/3 Fusobacterium varinm + +
23 MLU 83-680/3 Fusobacterium varinm - +
24 MLU 86-616/2 Fusobacterium — mortiferum + +
25 MLU 88-1720/2 Fusobacterium — mortiferum + +
26 MLU 89-13148 Fusobacterium ~ necrophorum - +
27 MLU 89-823/2 Fusobacterinm  gonidiaformans + +
28 MLU 91-2135/2 Fusobacterium varium + +
29 MILU 95-1538/2 Fusobacterium — mortiferum + +
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Tabelle 3: Zur Testung der Lysisspektren zusitzlich verwendete Bakterienstimme

Lfd. Nr. |Stamm-Nr. Spezies

1 ATCC 25563 Fusobacterinm — gonidiaformans
2 MLU 83-188/2 Fusobacterium varinm
3 MLU 91-263/3 Fusobacterium varinm
4 MLU 91-2135/2 Fusobacterium varinm
5 MLU 91-2296/3 Fusobacterium varinm
6 MLU 91-2641/1 Fusobacterium varinm
7 MLU 92-932/2 Fusobacterium varinm
8 MLU 92-1282/3 Fusobacterium varinm
9 MLU 94-452 Fusobacterium varium
10 MLU 98-971/3 Fusobacterium varinm
11 RMA 1065 Fusobacterinm — species
12 RMA 1343 Fusobacterium varium
13 RMA 2453 Fusobacterinm ~ species
14 RMA 5169 Fusobacterium varium
15 RMA 6938 Fusobacterium varium

2.2 Naiahrmedien und Zusitze

2.2.1 Fliissige Medien

Zur Phagenisolierung, deren Anreicherung und Austitration sowie zur Kultivierung und
Stammbhaltung der Bakterienstimme diente eine modifizierte BRAIN-HEART-INFUSION
(BHI)-Bouillon folgender Zusammensetzung nach HOHNE (46):

Brain-Heart-Infusion (Difco) 370 g (28)
Yeast-Extract (Difco) 50 ¢
L-Cysteinhydrochlorid (Serva) 03 ¢
Himinlésung (0,5 mg/ml) 10,0 ml
Vitamin K1-Losung (1%ig) 1,0 ml
Aqua dest. ad 1000,0 ml

Die Substanzen wurden im Dampftopf in Aqua dest. gelost und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt.
Fir die Stammkultivierung und —haltung wurde die fertige Bouillon in Reagenzrohrchen zu 10 ml
abgefiillt, zu denen noch je ein Stiick Marmor und ein haselnu3grof3es Stiick Gehirn zugegeben

wurden. AbschlieBend wurde fiir 15 Minuten bei 121° C autoklaviert.
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Zu der BHI-Bouillon fiir die Phagenisolierung, -klonierung und —anreicherung wurden noch
jeweils 10 ml 0,1 M Magnesiumchlorid- und 0,1 M Kalziumchloridlésung zugegeben und die
Bouillon anschlieBend in 500 ml-Erlenmeyerkolben abgefiillt.

Die Isolierung der Phagen direkt aus dem Abwasser erfolgte mit einer fiinffach konzentrierten
BHI-Bouillon, die im Verhiltnis 1:4 mit den Abwasserproben gemischt wurde. Dazu wurden alle
Substanzen in fiinffacher Konzentration angesetzt, anschliessend die Bouillon in Portionen von

je 50 ml in 100 ml-Erlmeyerkolben abgefillt und autoklaviert.

2.2.2 Feste Medien

Als feste Medien wurden modifizierter Brain-Heart-Infusion (BHI)-Agar, BHI-Weichagar,
Hammelblut (HB)-Agar und M5-Medium eingesetzt.

Der BHI-Agar entsprach hinsichtlich der Zusammensetzung der verwendeten BHI-Bouillon,
enthielt aber dariiber hinaus noch 1,5 % Noble Agar (Difco). Alle Bestandteile wurden im
Dampftopf gel6st, der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und anschlieBend fir 15 Minuten bei 121 °C
autoklaviert. Nach Abkiihlung auf 55° C wurde das Medium in Petrischalen ausgegossen und die
Platten nach Erkalten im Kihlschrank bei 4° C aufbewahrt.

Der BHI-Weichagar enthielt dagegen nur 0,6 % Agar. Nach Losung der Komponenten und
Einstellung des pH-Wertes wurde er in Portionen zu je 250 ml in Erlmeyerkolben abgefullt und
autoklaviert.

Der fir die aeroben Wachstumskontrollen verwendete Hammelblut (HB)-Agar entsprach dem
tiblichen Routinenihrboden des INSTITUTES FUR MEDIZINISCHE MIKROBIOLOGIE
der MARTIN-LUTHER-UNIVERSITAT HALLE-WITTENBERG. Fiir die anaeroben

Wachstumskontrollen diente das M5-Medium folgender Zusammensetzung:

Medium Nr.5 (HOHNE, unverdff)):

Nihragar I (SIFIN) 350¢
Fleischextrakt pulv. 30¢g
Cysteinhydrochlorid 03¢
Himinlésung (0,5 mg/ml) 10,0 ml
Vitamin K1-Losung (1%ig) 1,0 ml
Agar 50¢g

Aqua dest. 1000,0 ml
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Nihragar I, Fleischextrakt und Agar wurden in Aqua dest. Im Dampftopf gelost und der pH-
Wert auf 7,2 eingestellt. Anschliessend wurden Cysteinhydrochlorid und Hiamin hinzugesetzt und
fir 15° bei 121°C autoklaviert. Dem auf 55°C abgekiihlten Medium wurden die Vitamin K1-
Losung, 5 ml lysiertes und 50 ml defibriniertes Hammelblut zugefigt und in Petrischalen

ausgegossen.

2.2.3 Zusitze

Die zur Supplementierung der Medien benutzte Himinl6sung war wie folgt zusamengesetzt:

Hamin 50,0 g
NaOH (1N) 1,0 ml
Aqua dest. ad 100,0 ml

Anschliefend wurde die Losung bei 121° C fir 15 Minuten autoklaviert.

Als Vitamin K1-Loésung wurde fertig ampulliertes Konakion MM® (10mg/ml, Hoffmann-La
Roche AG, Grenzach-Whylen) verwendet.
Die 0,1 M Magnesiumchlorid- und Kalziumchloridlésung wurde in Aliquots zu 100 ml in

Erlmeyerkolben abgefiillt und nach dem Autoklavieren bis zur Verwendung bei 4° C aufbewahrt.

2.3 Puffer und Lésungen fiir die molekularbiologischen Untersuchungen

Die Herstellung der Pufferlésungen erfolgte in Anlehnung an SAMBROOK et al. (68).

2.3.1 Materialien fiir die Proteinanalyse

SM-Puffer:

NaCl 29¢
MgSO,- 7 H,0 10g
1 M Tris/HCI (pH 7,5) 25,0 ml
Gelatinelosung (2%ig) 2,5 ml

Aqua bidest. ad 1000,0 ml



TM-Puffer:
MgSO, - 7 H,0O

1 M Tris/HCI (pH 7,5)

Aqua bidest. ad

Elektrodenpuffer:
Tris

Glycin
SDS
pH 8,3 (HCI)

4x Sammelgelpuffer:
Tris

SDS

pH 6.8 (HCI)

4x Trenngelpuffer:
Tris

SDS

pH 8.8 (HCI)

SDS-Probenpuffer:

Sammelgelpuffer
SDS
2-Mercaptoethanol
Glycerin
Bromphenolblau
pH 6.8 (HCI)

13

2,46 o
50,0 ml
1000,0 ml

50 mM
380 mM
0,1 % (w/v)

0,5 M
0,4 % (w/v)

1,5M
0,4 % (w/v)

18,0 % (v/v)
2,9 % (w/v)
9,0 % (v/v)

36,4 % (v/v)
0,7 % (w/v)
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SDS-Trenngel (12%):

Rotiphorese Gel 30 (30% Acryl-Bisacrylamid-L6sung) 4,0 ml
4x Trenngelpuffer 2,5 ml
APS, 10% (w/v) 35,0 ul
TEMED 7,0 ul
Aqua bidest. 3,5 ml

SDS-Sammelgel (6%):

Rotiphorese Gel 30 1,2 ml

4x Sammelgelpuffer 1,5 ml
APS, 10% (w/v) 20,0 wl
TEMED 4,0 ul
Aqua bidest. 3,3 ml
Fixierl6sung:

Isopropanol 25 % (v/v)
Essigsiure 10 % (v/v)
Farbel6sung:

Coomassie Brilliant Blue G250 0,006 % (w/v)
Essigsiure 10 % (v/v)
Entfarbel6sung:

Essigsiure 10 % (v/v)

Protein-Marker (PROMEGA):
Mid-Range-Protein Molecular Weight Marker (MG 14400 — 97400 Da)

2.3.2 Materialien fiir die DNS-Analyse

Zur Isolierung der Phagen-DNS wurde ein kommerzielles Extraktions-Kit verwendet (\X/izard@
Lambda Preps DNA Purification System, PROMEGA Mannheim). Dieses System enthielt alle
fir die Extraktion und Aufbewahrung der Phagen-DNS erforderlichen Reagenzien und

Hilfsmittel. Weiterhin wurden verwendet:
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50 x TAE-Puffer:

Tris 2M
Essigsiure 1M
EDTA 100 mM

pH 8,1 (HCI)

Agarose-Gel 1% (w/v):

Agarose 0,5¢g
1x TAE-Puffer 50 ml
Ethidiumbromidlésung (1mg/ml) 25wl

Probenpuffer:

Tris 10 mM
EDTA 1 mM
Glycerin 50 % (v/v)
Bromphenolblau 0,05 % (w/v)

Die isolierte DNS wurde einer Restriktionsanalyse unterzogen. Die dabei verwendeten
Restriktionsendonukleasen (PROMEGA, Mannheim) sind in Tabelle 4 dargestellt. Thre Lagerung
erfolgte bei —20° C.

Tabelle 4: Zur DNS-Analyse verwendete Restriktionsendonukleasen mit Angabe der Erkennungssequenzen

(die Pfeile markieren die Schnittstellen)

Bezeichnung Erkennungssequenz
EcoRI 5..GYAATT C..3°
3..C TTAMG..5
Hind 111 5. AYAGCT T..3¢
3. T TCGATA..5
Hinf1 5.GYANT C..3¢
3..C TNA1G...5¢
San3A 1 5. 'GATC..3°
3..CTAG...5¢
Ava 1 5..CHT/OCG(A/G)G...3

3..G(A/G)GC(T/C)1C..5°
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DNS-Lingenstandards (PROMEGA):
1 kb DNA — Ladder (250 — 10000 bp)

Lambda DNA EcoR I + Hind III Marker (125 — 21226 bp)

Weitere verwendete Materialien:

Ethidiumbromidlésung 1mg/ml (PROMEGA)
Polyethylenglycol 6000 (PROMEGA)

Agarose fur DNS-Elektrophoresen (SERVA)
Blue/Orange loading dye (PROMEGA)

3 Methoden

3.1 Anaerobioseverfahren

3.1.1 Flissigkulturen in BHI-Bouillon

Die verwendeten Keime wurden aus dem jeweiligen Stammrohrchen entnommen und in eine
trische BHI-Bouillon eingeimpft. Zuvor war diese 10 Minuten lang im siedenden Wasser erhitzt,
danach abgekiithlt und mit 0,1 ml Kilberserum (KS) versetzt worden. AnschlieBend wurden die
Rohrchen sofort mit einer 0,5 cm hohen Schicht steriler, verflissigter Vaseline verschlossen und
im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Gleichzeitig erfolgte das Ausstreichen aerober Kontrollen auf

Hammelblutagar und ebenfalls Inkubation fiir 18-24 Stunden bei 37° C.

3.1.2 AnaeroGen-Topfsystem

Verwendung fand ein standardisiertes Topfsystem der Firma OXOID (OXOID AnaeroGen). In
einen 2,5 Liter fassenden Topf wurden die Platten bzw. Bouillons zusammen mit dem die
Anaerobiose bewirkenden Papierbeutel und einem mit Resazurinlosung getranktem
Baumwollindikatorstreifen (OXOID) zur Uberpriifung des Redoxpotentials im Topf eingebracht.
Das verwendete System bot den Vorteil, dal3 fir die chemische Reaktion zur Entfernung des

Sauerstoffs und die Freisetzung des Kohlendioxides keine Zugabe von Wasser erforderlich war.
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3.2 Methoden zur Isolierung, Charakterisierung und Anreicherung der Phagen

3.2.1 Isolation von Fusobacterium-Phagen aus Abwasser

Die zwei verfiigbaren Abwasserproben stammten aus dem Klarwerk Nord in Halle. Die
Entnahme erfolgte nach ausschliefSlich mechanischer Reinigung des Abwassers.

Die frische Abwasserprobe wurde 30 min bei 13000 U/min und 4°C (Tischzentrifuge JOUAN
MJ 22i) zentrifugiert und der Uberstand durch ein bakteriendichtes Filter der PorengréfBe
0,45 um (Filtropur S 0,45 — Spritzenfilter, SARSTEDT) filtriert. In einem 100 ml fassenden
sterilen Erlenmeyerkolben wurden 10 ml 5fach konzentrierte BHI-Bouillon mit 40 ml des
Abwasserfiltrates versetzt und 3 ml einer frischen Ubernachtkultur (onc) des potentiellen
Vermehrungsstammes hinzugefiigt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation im Anaerobentopf bei
37°C fur 18-24 h, worauf das Gemisch bei 13000 U/min und 4°C zentrifugiert und wiederum
bakteriendicht filtriert wurde. Die Priifung auf Anwesenheit von Phagen im Filtrat erfolgte
sowohl im Spottest als auch mit der Agar-Uberschichtungsmethode (OL) nach ADAMS (7).

Aullerdem wurden vom Filtrat eine aerobe und eine anaerobe Wachstumskontrolle angelegt.

3.2.11 Spottest

Zur Durchfihrung des Spottestes wurde in ein steriles Réhrchen 0,1 ml einer 1:10 verdiinnten
Ubernachtkultur des Vermehrungsstammes in BHI-Bouillon gegeben. AnschlieBend wurde
dieses Rohrchen mit 3,5 ml verflissigtem, auf 52° C temperierten Weichagar versetzt und nach
dem Mischen des Inhaltes 3 ml auf der BHI-Platte fiir den Spottest ausgegossen. Die offene
Platte wurde neben der Bunsenflamme stehen gelassen, bis der Weichagar verfestigt war. Danach
wurde ein Tropfen des Filtrates auf die BHI-Platte aufgetropft. Diese blieb bis zum Antrocknen
des Tropfens auf waagerechter Unterlage stehen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation im

Anaerobentopf bei 37° C fiir 24-48 h.

3.2.1.2 Overlay

Zur Durchfithrung des ,,overlay” (OL) wurden in ein steriles Rohrchen 0,4 ml des Filtrates und
0,1 ml der 1:10 verdiinnten Ubernachtkultur des Vermehrungsstammes pipettiert. AnschlieBend

wurden 3,5 ml Weichagar dazugegeben, der Inhalt kurz gemischt und 3 ml davon auf einer BHI-
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Platte ausgegossen. Nach dem Erstarren erfolgte die Inkubation dieser Platte zusammen mit der
Petrischale fiir den Spottest 24-48h im Anaerobentopf . Die Anwesenheit von Phagen war durch

Plaquebildung im Bakterienrasen zu erkennen.

3.2.2 Bestimmung der Phagenkonzentration

Die Ermittlung der pfu erfolgte orientierend mit dem Spottest bzw. definitiv mit der overlay-
Methode unter Verwendung von Verdiinnungen der Lysate bis zur Verdiinndungsstufe 10™.

Fir die Konzentrationsbestimmung im ,,overlay wurde demnach vom Phagenlysat eine
geometrische Verdiinnungsreihe von 10" bis 10"° hergestellt. Von jeder Verdiinnungsstufe
wurden 0,4 ml Phagenlysat in einem sterilen Rohrchen mit 0,1 ml einer 1:10 verdinnten
Ubernachtkultur des Vermehrungsstammes und mit 3,5 ml verfliissigtem Weichagar gemischt
und davon 3 ml auf einer BHI-Agarplatte ausgegossen. Nach dem Erstarren wurden die Platten
im Anaerobentopf bei 37° C fiur 24-48h inkubiert. Die Zahl der Plaques auf der Platte der
hochsten Verdiinnungsstufe wurde ausgezahlt. Die Konzentration der Phagen im Lysat ergab

sich nach folgender Formel:

Plaqueanzahl - 3,33
Verdiinnungsstufe

= pfulml

Zur Durchfihrung des Spottestes wurde eine BHI-Platte, wie schon unter 3.2.1.1 beschrieben,
mit einer Keimsuspension des Vermehrungsstammes in BHI-Weichagar tberschichtet. Nach
dem Verfestigen des Weichagars wurde von jeder Verdinnungsstufe des Phagenlysates ein
Tropfen aufgebracht, an der offenen Flamme bis zum Trocknen des Tropfens belassen und
anschlieSend im Anaerobentopf inkubiert. Plaquebildung im bewachsenen Weichagar zeigte die
Anwesenheit von Phagen an. Die Routine-Test-Dilution entsprach der niedrigsten

Phagenkonzentration, bei der der Spottest gerade noch eine konfluente Lysis zeigte.

3.2.3 Klonierung der Phagen

Die Klonierung der Phagen erfolgte durch Einzelplaqueanreicherung (EPA) auf dem
Indikatorstamm. Sie wurde wie folgt durchgefiihrt:

Ein 100 ml fassender Erlenmeyerkolben wurde mit 40 ml BHI-Bouillon gefiillt und 15 Minuten
im siedenden Wasserbad behandelt. Nach dem Abkihlen wurden 15 Tropfen der

Ubernachtkultur des Vermehrungsstammes in den Kolben gegeben und gleichzeitig eine neue
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BHI-Bouillon beimpft. AnschlieBend wurde von der ,overlay“-Platte mit einem sterilen
Lochbohrer ein einzeln stehender Plaque ausgestanzt und unter sterilen Bedingungen in den

Kolben gegeben. Danach wurde tiber Nacht bei 37° C im Anaerobentopf inkubiert.

Am Folgetag wurde die BHI-Bouillon wiederum bei 13000 U/min fur 30 min zentrifugiert und
der Uberstand durch ein bakteriendichtes Filter gegeben. Zur Konzentrationsbestimmung folgte
nach jeder EPA eine Austitration des erhaltenen Lysates nach der ,,overlay“-Technik und parallel
dazu im Spottest. Die EPA wurde insgesant 3 mal durchgefihrt, wobei vom erhaltenen Lysat

jeweils eine aerobe und anaerobe Kontrolle mitgefiihrt wurden.

3.2.4 Anreicherungstechniken

Zur Phagenanreicherung wurde die Bouillonanreicherung (BA) eingesetzt. Fiir die BA erfolgte
die Beimpfung des Vermehrungsstammes mit 1000 pfu des jeweiligen Phagenlysates. Die weitere
Bearbeitung erfolgte wie bei der EPA beschrieben. Wenn mit der Bouillonanreicherung keine fiir
die weiterfihrenden Untersuchungen ausreichenden Titer erzielt werden konnten, kamen
testweise sowohl die Einzelplaqueanreicherung als auch eine modifizierte Bouillonanreicherung

mit Beimpfung von 100 bis 10000 pfu zum Einsatz.

3.2.5 Langfristige Aufbewahrung der Phagenlysate

Ein Teil der Phagenlysate sollte nach Abschluf3 der Untersuchungen langfristig aufbewahrt
werden. Dazu wurden 7 Eppendorf-Réhrchen pro Phage mit dem zur Lagerung vorgesehenen
Lysat gefullt. Jeweils 5 dieser Rohrchen wurden aus einer Mischung von 10 ml 87%igem Glycerin
und 7,4 ml Phagenlysat beftllt (somit 50% Glycerol w/v). Zwei der Rohrchen blieben ohne
jeglichen Zusatz. Die abgefillten Eppendorf-Réhrchen wurden senkrecht stehend in Kartons
verpackt und bei —73°C gelagert. Mit dieser Methode waren alle Phagen auch nach "2-1 Jahr noch
aus den eingefrorenen Proben vermehrbar, wie sich in durchgefiihrten Anreicherungsversuchen

und anschliessenden Spot-Tests zeigte.
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3.2.6 Bestimmung des Lysisspektrums

Zur Bestimmung des Lysisspektrums wurde von jedem zu testenden Bakterienstamm eine Platte
in der fir den Spottest beschriebenden Weise hergestellt. Nach dem Trocknen der Platten
wurden die Phagenlysate in der RTD aufgetropft, wobei jeder Phage mit jedem Teststamm
untersucht wurde. Die RTD ist diejenige Phagenlysatverdiinnung, bei der im Spottest eine gerade
noch konfluente Lysis entsteht (RISCHE 1973). Sie wurde zuvor fiir jedes einzelne Phagenlysat
bestimmt. Alle Phagen wurden mit einer speziellen Ose an verschiedenen Stellen auf dieselbe
Platte mit dem zu testenden Stamm aufgebracht. Neben der RTD wurde auch eine 1000fache

Konzentration der RTD in die Bestimmungen mit einbezogen.

3.2.7 Versuche zur Chloroformresistenz

Zur Bestimmung der Chloroformresistenz tber einen lingeren Zeitraum wurden alle im Rahmen
dieser Arbeit isolierten Phagen herangezogen. Dazu wurden 40 ml Lysat eines
Anreicherungsansatzes bekannten Titers geteilt. Es erfolgte eine Unterschichtung der einen
Lysathalfte mit 0,5 ml Chloroform, wihrend die andere Hilfte ohne Chloroform belassen wurde.
Das Chloroform verblieb wihrend der gesamten Untersuchungszeit in den Proben. Beide Proben
wurden regelmilligen Titerkontrollen anhand der overlay-Technik unterzogen und die Ergebnisse
miteinander verglichen. Der Chloroformtest ermdglicht die Unterscheidung zwischen
Bakteriophagen mit und ohne dem Vorhandensein von Lipiden oder Lipoproteinen, die durch

das Chloroform herausgel6st wiirden.

3.2.8 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die elektronenoptischen Aufnahmen wurden von Dr. W. Verhagen im INSTITUT FUR
VIROLOGIE UND SEUCHENHYGIENE der MEDIZINISCHEN HOCHSCHULE
HANNOVER angefertigt. Dazu wurden zundchst 5 ul der Lysate auf einen Formvar-
Kohlenstoff-Priaparatetriger aufgebracht, mit Aqua bidest. gewaschen und mit einer L.osung von
2%  Uranylacetat kontrastiert. Die Aufnahmen erfolgten anschlieBend mit dem
Elektronenmikroskop E 201 (Philips). Bei ungentigender Darstellung der Phagen aufgrund
geringer Titer wurden diese einer Konzentration mittels Ultrazentrifugation unterzogen, die

ebenfalls in Hannover stattfand. 2 ml des Phagenlysates wurden mit einer Beckman TIL-100
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Zentrifuge (Rotor TLS-55) bei 4°C und 25900 x g fir 30 Minuten zentrifugiert. Die weiteren
Arbeitsschritte zur elektronenoptischen Aufnahme wurde dann wie oben beschrieben fortgesetzt.
Bei der Auswertung erfolgte zur Ermittlung von Durchschnittswerten die Ausmessung der
Phagen auf mehreren Aufnahmen. Zur anschlieBenden GréBenberechnung wurden die

VergroBerungsfaktoren des optischen Systems herangezogen.

3.3 Methoden zur DNS-Analyse

3.3.1 Préparation der Phagen-DNS

Die Priparation der DNS erfolgte in Anlehnung an SAMBROOK et al. (68). Neben einer dort
beschriebenen und in unserem Institut schon erprobten Methode kam zusatzlich zur Extraktion
der DNS aus dem jeweiligen Phagenlysat das Extraktions-Kit ,WIZARD® Lambda Preps DNA
Purification System* der Firma PROMEGA zur Anwendung,.

Zunichst wurden je 10 ml des vorbereiteten Phagenlysates in ein Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt,
ein jedes mit 40 pl des mitgelieferten Nuclease-Mixes versetzt und 15 Minuten bei 37°C
inkubiert. Danach wurden 4 ml des Prizipitationsagens zugegeben, langsam gemischt und 30
Minuten auf Fis gelagert. AnschlieBend wurde das Gemisch 10 Minuten bei 10000 x g
zentrifugiert und das Pellet in 500 pl Phagenpuffer (phage buffer) resuspendiert, wobei man
mehrfach langsam an den Seiten des Zentrifugenréhrchens hinab pipettierte, um eine
vollstindige Resuspension zu erreichen. Die wieder in Losung gebrachten Phagen wurden in ein
1,5 ml Eppendorf-Réhrchen tberfihrt, 10 Sekunden bei 10000 x g zentrifugiert (ABOTT
Tischzentrifuge) und der entstehende Uberstand in ein neues Eppendorf-Gefil3 pipettiert. Nach
Zugabe von 1 ml des purification resin (Reinigungsagens) und Mischen folgten die eigentlichen
Extraktionschritte. Dazu wurden von den mitgelieferten Spritzen die Stempel entfernt und die
Spritzenkorper auf die Minisaulen aufgeschraubt. Das Gemisch aus Resin und Lysat wurde in
diese Saulen pipettiert und der Stempel wieder in die Spritzen eingesetzt. Danach wurde der
Inhalt in die Sdule gedriickt. AnschlieSend wurden die Spritzen von den Minisaulen getrennt, der
Stempel wieder entfernt und die Spritzen wieder mit den Sdulen verbunden. Nach Zugabe von 2
ml 80%igem Isopropanol und Zentrifugation fir 2 Minuten bei 10000 x g wurden die Minisaulen
auf ein Eppendorf-Réhrchen aufgesetzt und je 100 pl auf 80°C erhitztes destilliertes Wasser oder
TE-Puffer in die Siulen zugegeben. Den letzten Schritt der Extraktion stellte dann das
unmittelbare Zentrifugieren der Minisaulen fiir 20 Sekunden bei 10000 x g dar. Dieser Schritt
diente zum Sammeln der gereinigten DNS in den Eppendorf-Gefilien. Die gereinigte DNS

wurde bei —20°C gelagert. Alternativ zu dem Spritzen-System war eine Extraktion grundsitzlich
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auch mit einer Vakuum-Pumpe moglich, die das Durchsaugen der verschiedenen Flussigkeiten
durch die Minisdulen ibernahm. Dieses Verfahren kam nur bei einer der Extraktionen zum

Einsatz.

3.3.2 Restriktionsanalyse der DNS

Zur auf die Extraktion folgenden Restriktionsanalyse wurden die Restriktionsendonukleasen
Eco RI, Hind 111, Hinf 1, Sau3Al und Ava 1 der Firma PROMEGA verwendet. Gemil3 den vom
Hersteller mitgelieferten Vorschriften erfolgte der Ansatz bestehend aus Enzym, beiliegendem
10X-Puffer und Aqua bidest., anschlieBend wurde das Gemisch bei 37°C fiir eine bis eineinhalb

Stunden im Brutschrank inkubiert.

3.3.3 Agarose-Gel-Elektrophorese der Restriktionsansitze

Fir die Agarose-Gel-Elektrophorese wurde die 1%ige DNS-Agaroselosung (SERVA) nach dem
Aufkochen in die GelgieBeinrichtung eines Elektrophorese-Sets der Firma OWL (Gelgrofe:
13,8 x 11,9cm ) tberfihrt und der Kamm bis zum Erstarren des Geles eingehingt. Nach der
Polymerisation des Geles wurde die TAE-Pufferlosung in die Kammern eingegossen, die
Restriktionsansitze mit 1ul Blue/Orange Loading Dye (PROMEGA) versetzt und nach
vorsichtigem Entfernen des Kammes in die Slots des Geles gefiillt. Ebenso wurden die beiden
verwendeten DNS-Marker auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte fiir 70 Minuten
bei einer Spannung von 120 V. AbschlieBend wurde das Agarose-Gel in einem
Ethidiumbromidbad (0,5 pg/ml) gefirbt, unter dem Transilluminator im UV-Licht betrachtet
und fotografiert.

Die Auswertung der Gele erfolgte computertechnisch, die Berechnung der GroB3enangaben der
Banden anhand der mitgefithrten Marker. Die im folgenden genannten Werte sind dabei jeweils
gerundet. Dies ist sowohl bedingt durch die technischen Rahmenbedingungen, z.B. das
Auflosungsvermogen des Agarosegeles, als auch durch methodenbedingte mathematische

Abweichungen.
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3.4 Methoden zur Proteinanalyse

3.4.1 Extraktion der Phagenproteine

Die Extraktion der Phagenproteine erfolgte nach den von SAMBROOK et. al. (68)
beschriebenen Methoden. Das durch die Anreicherungstechniken gewonnene Phagenlysat mit
einem Titer von mindestens 10° pfu/ml wurde in einem Verhiltnis von 1:1 mit SM-Puffer
verdinnt, NaCl bis zu einer Konzentration von 1 M zugegeben und die Suspension fiir eine
Stunde im Eisbad inkubiert. Prizipitate wurden 10 Minuten bei 11000 x g (Zentrifuge Jouan MJ
22i) und 4°C abzentrifugiert, das Sediment verworfen und dem phagenhaltigen Uberstand 1 g
Polyethylenglykol (PEG) 6000 je 10 ml zugesetzt. Nach der Fillung iiber Nacht im Fisbad folgte
die Zentrifugation bei 11000 x g und 4°C fiir 20 Minuten, Verwerfen des Uberstandes und
vorsichtige Entfernung noch vorhandener Flussigkeitsreste. Das Pellet wurde in 1 ml TM-Puffer
resuspendiert. Zum Abtrennen verbliebener PEG- und bakterieller Reste wurde die Suspension
mit einem gleichen Volumen Chloroform/Isoamylakohol im Mischungsverhiltnis 49:1 versetzt,
30 Sekunden intensiv gemischt und 15 Minuten bei 4°C und 12000 x g zentrifugiert.

Es folgte die Glycerolgradientenzentrifugation des walrigen, die Phagen enthaltenden
Uberstandes, wobei pro 10 ml — Zentrifugenréhrchen 2,5 ml 40% und 3 ml 5% Glycerol in TM-
Puffer (v/v) vorgelegt wurden, nach Uberschichten des Uberstandes wurde mit TM-Puffer auf
10 ml aufgefillt. Die Gradientenzentrifugation erfolgte fiir 90 Minuten bei 130000 x g und 10°C
(OTC Kombi-Plus-Ultrazentrifuge SORVALL/DuPont, USA, Ausschwing-Rotor TH-641). Der
Uberstand wurde abdekantiert und das Pellet in 50 pl 0,065 M Tris/HCl (pH 6,8) gelést. Dem
resuspendiertem Pellet wurden je 5 pl Glycerol, Mercaptoethanol und 23% wilirige SDS-Losung
hinzugefiigt und das Gemisch tber Nacht bei 4°C gelagert. Die Weiterbehandlung erfolgte kurz

vor der Elektrophorese.

3.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinelektrophorese wurde in einer Mighty Small II — Elektrophoreseapparatur (Hofer
Scientifics), unter Verwendung eines 10 Slot-Kamms und 8,0 x 10,0 cm Polyacrylamid-Gelen
(SDS-Trenngel 12%, SDS-Sammelgel 6%) durchgefithrt. Zum Gieflen des Geles diente die
mitgelieferte Einrichtung, in der die abgedichteten und mit Abstandhaltern versehenen Platten
gehalten wurden. Das Trenngel wurde bis etwa 3 cm unter den oberen Rand eingefiillt und mit
100 ul Isopropanol tuberschichtet, um ein Austrocknen des Geles zu verhindern. Nach

Polymerisation des Trenngels wurde der Isopropylalkohol mit Hilfe von Filterpapier vorsichtig
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entfernt und mit Sammelgel bis zum oberen Rand aufgefiillt. AnschlieBend wurde der Kamm
unter Vermeidung von Blasenbildung aufgesetzt und das Gel bis zur Polymerisation stehen
gelassen. Nach Entfernung des Kammes folgte das FEinsetzen des Geles in die
Elektorphoreseapparatur, deren Kammern mit SDS-Laufpuffer gefiillt wurden. Vor Beginn der
Elektrophorese wurden die Proteinproben (zwischen 10 und 25 pl) bis zu einem Gesamtvolumen
von 30 pl mit Probenpuffer aufgefllt und fiir 5 Minuten bei 95°C inkubiert (Heizblock). Nach
dem Abkiihlen wurden die Proben und ein Proteinstandard auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte bei 40 mA und 300 V und wurde, wenn das Bromphenolblau des
Probenpuffers den Unterrand des Geles erreicht hatte, nach etwa 1 Stunde beendet. Nach
Behandlung des Geles in der Fixierlosung fir '2-1 Stunde stellte die Farbung des Geles den
Abschluf3 dar.

3.4.3 Farbung der SDS-Polyacrylamidgele

Zur Firbung der Gele diente die Firbetechnik mit Comassie-Blau R-250 (PROMEGA). Im
vorbereiteten Farbebad wurde das Gel auf dem Wippschittler bei Raumtemperatur fiir
mindestens 30 Minuten behandelt und danach solange im Entfirbebad belassen, bis die Banden
deutlich sichtbar wurden bzw. sich das Gel ausreichend entfirbt hatte. Die Entfirbelosung wurde
dabei regelmilig ausgetauscht. Die gefirbten Gele wurden abfotografiert oder mit einem an
einen Computer angeschlossenen Scanner eingelesen und anschliessend getrocknet. Die

Auswertung der Gele erfolgte anhand der mitgefithrten Grof3enstandards.

4 Ergebnisse

4.1 Isolierung und Vermehrung der Phagen

Die Isolierungsversuche erfolgten aus 2 Abwasserproben, beide wurden in zeitlichem Abstand
dem Klirwerk Nord in Halle/Saale jeweils nach ausschlieBlich mechanischer Reinigung dem

Zulauf entnommen.

Die Prifung auf Anwesenheit virulenter Bakteriophagen erfolgte mit den in Tabelle 2 (2.1)
dargestellten Bakterienstimmen der Genera Fusobacterium und Bacteroides nach der im Abschnitt

3.2.1. beschriebenen Methode der Originalanreicherung
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Aus dem Abwasser 1 konnten 4 Phagen isoliert werden. Einmal handelt es sich um einen Phagen
mit Spezifitit fir Bacteroides fragilis HSP-40, zum anderen um 3 verschiedene Phagen mit lytischer
Aktivitat fur die Vermehrungsstimme ATCC 8501, MLLU 81-531/2 und MLU 83-554/3. Die drei

letztgenannten Stimme gehoren ausschlieSlich zur Spezies Fusobacterium varium.

Der im Abwasser 1 nachgewiesene Bactervides fragilis-Phage wurde bei den Isolierungsversuchen
aus dem Abwasser 2 nicht gefunden. Jedoch waren wiederum Phagen fir Fusobacterium varium
nachzuweisen. Neben den fiir die bereits bei Abwasser 1 erwidhnten Vermehrungsstimme
ATCC 8501, MLU 81-531/2 und MLU 83-554/3 waten dies Phagen, deren Nachweis tber die
Staimme von Fusobacterinm varium Na 5 und MLU 83-680/3 erfolgreich war.

Insgesamt konnten 9 Phagen mit lytischer Aktivitit gegen Stamme von Fusobacterinm varium und
ein Phage mit Spezifitit fir Bacteroides fragilis aus den beiden Abwasserproben isoliert werden.
Eine Ubersicht mit den zugewiesenen Phagenbezeichnungen und -kiirzeln zeigt Tabelle 5. Die
Bezeichnung der Bakteriophagen folgte der Nomenklaturempfehlung von ACKERMANN et al.
(2, 5). Den klein geschriebenen Initialen der Bakterienspezies folgt die Stammnummer, damit die
Zuordnung zum Vermehrungsstamm erkennbar ist. Da fir ATCC 8501, MLU 81-531/2 und
MLU 83-554/3 bereits von BOHME (16) bei Isolierungsversuchen in unserem Institut Phagen
gefunden wurden, folgte die Vergabe einer zusitzlichen fortlaufenden Nummer bei erneuten
Isolierungen auf diesen Stimmen. Wegen der besseren Ubersichtlichkeit in den tabellarischen

und bildlichen Darstellungen wurden zusitzlich Kiirzel in Form von Grof3buchstaben benutzt.

Die Nachweisversuche mit Wirtsstimmen anderer Spezies wie Fusobacterinm  mortiferum,
F.necrophorum, — F.gonidiaformans und 2 Stimmen nicht auf Speziesebene identifizierten

Fusobakterien verliefen negativ.

Der Phage fv 83-554/3/4 (I) ist der Vollstindigkeit halber mitgefiihrt. Er wurde bei zunichst
vermuteter Unterschiedlichkeit in der Plaquemorphologie auf der Agarplatte der 1.EPA von
fv 83-554/3/3 (G) gesondert mitgefiihrt, kloniert und mittels der Bouillonanreicherung vermehrt.
Beide Isolate, fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I), erwiesen sich jedoch in den
nachfolgenden Untersuchungen zur DNS- und Proteinanalyse als vollig identisch. Auch die
Plaquemorphologie war in der Folge einheitlich und identisch. Die scheinbare
Unterschiedlichkeit der Plaquemorpholgie auf der genannten Agarplatte blieb ein Einzelfall, und

ist somit am ehesten methodischen Einfliissen zuzuschreiben.
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Da wiederholt Vergleiche zu den 1996 von BOHME (16) isolierten Phagen angestellt werden

bzw. diese in die Untersuchungen miteinbezogen werden, sind sie in Tabelle 5 mit aufgefiihrt.

Tabelle 5: Phagen mit Spezifitit fir Fusobacterium varinm bzw Bacteroides fragilis, die aus 2 Abwasserproben der
Kliranlage Nord in Halle isoliert wurden ( Lfd. Nr. 1-10). AuBerdem wurden die von BOHME (16)
isolierten Phagen mit aufgefithrt ( Lfd. Nr.11-15).

Lfd. Nr. Phagenbezeichnung Kirzel Wirtsstamm Abwasserprobe
1 fv 8501/2 A F. varium ATCC 8501 1
2 fv 81-531/2/2 B F. varium MLU 81-531/2 1
3 fv 83-554/3/2 C F. varium MLU 83-554/3 1
4 fv 8501/3 D F. varium ATCC 8501 2
5 fv Na5 E F. varium Na 5 2
0 fv 81-531/2/3 F F. varium MLU 81-531/2 2
7 fv 83-554/3/3 G F. varium MLU 83-554/3 2
8 fv 83-680/3 H F. varium MLU 83-680/3 2
9 fv 83-554/3/4 I F. varium MLU 83-554/3 EPA
10 bt HSP-40 - Bacteroides fragilis HSP 40 1
11 fv 8501 K F. varium ATCC 8501 -
12 fv 81-531/2 L F. varium MLU 81-531/2 -
13 fv 83-554/3 M F. varium MLU 83-554/3 -
14 tv 2377 N F. varium NP1 2377 -
15 tv 2527 O F. varium NP1 2527 -

Die Klonierung der isolierten Phagen erfolgte nach dem Prinzip der Einzelplaqueanreicherung,
wobei Phagenkonzentrationen zwischen 4,0 x 10° pfu/ml und 2,6 x 10" pfu/ml erreicht wurden.
(Tabelle 6)

Die abschliessend mit den Bouillonanreicherungen erzielten Titer lagen in dhnlichen Bereichen.
Optimale Ergebnisse konnten bei beiden Anreicherungsarten mit Inkubationszeiten von 20-24

Stunden erzielt werden.
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Tabelle 6: Phagentiter, die wihrend der Klonierungsversuche mit den Einzelplaqueanreicherungen erzielt

wurden. Die Angaben erfolgten in pfu/ml Phagenlysat.

Phage OR 1.EPA 2.EPA 3.EPA

fv 8501/2 33x10° 33x10" 1,3x 10" 1,9 x 10"
fv 81-531/2/2 6,6 10° 44x10° 1,0 x 107 1,3x 10°
fv 83-554/3/2  23x10° 1,0 x 10° 33x10" 1,6 x 10°
fv 8501/3 1,3x 10* 1,6 x 10° 23x 10° 6,6 x 10°
fv Na5 1,3x 107 1,3x 10" 6,6 x 10" 1,0 x 10"
fv 81-531/2/3  13x10° 6,6 x 10° 6,6 x 10° 2,6 x 10"
fv 83-554/3/3  33x10° 2,6 x 10" 23x 10" 1,9 x 10"
fv 83-680/3 6,6 x 10° 33x10° 33x10° 43x10°
bf HSP40 1,1x 107 33x 107 6,6 x 10° 46x 107

4.2 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Bei den elektronenoptischen Untersuchungen erfolgte neben der morphologischen Beurteilung
und Gruppenzuordnung eine Ausmessung der Eck- und Seitendurchmesser, der Schwinze, sowie
eine Beurteilung hinsichtlich Flexibilitdit und moglicher Kontraktilitit der Schwinze, Streifung
sowie vorhandenen Anhangsgebilden. Die Details sind vergleichend in Tabelle 7, die Aufnahmen
der Bakteriophagen mit Mal3stabsangabe in den Abbildungen 2 bis 5 dargestellt. Die Markierung
in den Abbildungen entspricht dabei jeweils 100 nm. Die Endvergrosserung betrigt 70000fach.
In der Tabelle 7 wurde auch der Zuordnung zu den drei Morphoytpen Rechnung getragen.
Bestimmte Merkmale wie z.B. Vorhandensein von Streifung des Schwanzes oder einer
Bodenplatte waren teilweise nicht sicher nachweisbar und wurden entsprechend dokumentiert.
Ebenso konnte die fiir den Morphotyp der Myoviridae typische Kontraktilitit des Schwanzes nicht
im Bild dokumentiert werden, dies hitte die elektronenoptische Aufnahme des Phagen in

Adsorption bzw. im Stadium der DNS-Injektion in die Wirtszelle erfordert.
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Abb. 2: Elektronenoptische Aufnahmen der Phagen fv 8501/2 (A) und fv 81-531/2/3 (F), beide gehoren
morphologisch zu den Myoviridae.
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Abb. 3: Elektronenoptische Aufnahmen der Phagen fv 81-531/2/2 (B), fv 8501/3 (D) und fv 83-680/3 (H),
alle gehéren morphologisch zu den Siphoviridae.
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Abb. 4: Elektronenoptische Aufnahmen der Phagen fv 83-554/3/2 (C), fv Na5 (E) und fv 83-554/3/3 (G),
alle gehéren morphologisch zu den Podoviridae. Der schwarze Pfeil markiert den Schwanz (Phage E).
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Abb. 5: Elektronenoptische Aufnahme des Phagen fv 83-554/3/4 (I), morpholgisch zu den Podoviridae gehorend.
Auch in allen anderen Charakterisierungsmerkmalen zeigte sich dieser Phage mit fv 83-554/3/3 (G)

identisch.

Tabelle 7: Vergleich der strukturellen Merkmale der isolierten Fusobacterium varinm — Phagen mit GréBenangaben in

Nanometern, w = Kontraktilitit wahrscheinlich

Morphotyp Podoviridae Siphoviridae Myoviridae
Phage C E G 1 B D H A F
Kopf

Eckdurchmesser 70 65 65 65 80 83 95 60 65
Seitendurchmesser | 65 60 60 60 75 78 85 55 60
Hals - - - - - - ? + +
Schwanz

Linge 15 12 16 16 270 280 280 120 120
Breite 12 8 12 12 13 10 15 20 16
Flexibilitdt - - - - + + + - -
Streifung - - - - + ? + ? +
Bodenplatte - - - - - - - ?
Anhangsgebilde - - - - - - - ?
Kontraktilitit - - - - - - - W W

Die Abbildungen 6 und 7 stellen Ausschnitte aus der Abbildung 2 dar, mit Bezeichnung der

Einzelstrukturen. Neben dem isometrischen Kopf 1iBt sich deutlich eine Halsregion mit

anschliessendem Schwanz erkennen. Dieser endet bei fv 8501/2 (A) in der Bodenplatte, an der
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spike-formige Fortsitze seitlich angeschlossen sind. Der Phage fv 81-531/2/3 (F) zeigt eine
besonders deutliche Halsregion und eine Querstreifung des Schwanzes (Abb.7).

PRSI

Abb. 6: Elektronenoptische Darstellung des Phagen fv 8501/2 (A) mit Detailbezeichnung,
1=Bodenplatte mit Anhangsgebilden, 2=Halsregion, 3=Kopf

Abb. 6: Elektronenoptische Darstellung des Phagen fv 81-531/2/3 (F) mit Detailbezeichnung, 2=Halsregion

Die Phagen fv 83-554/3/2 (C), fv Na5 (E), fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I) besitzen
einen hexagonalen Kopf und einen kurzen, nicht kontraktilen Schwanz, sie sind demnach
morphologisch den Podoviridae zuzuordnen. Der sehr kurze Schwanz der Phagen kam nicht in
jeder Abbildung deutlich zur Darstellung, wie auch schon bei BOHME (16) bzw. HOHNE et al.
(44) zu beobachten. Die neben den bekannten hexagonalen Ké&pfen durch lange, nicht

kontraktile aber flexible Schwinze unterschiedlicher ILinge charakterisierten Phagen

fv 81-531/2/2 (B), fv 8501/3 (D) und fv 83-680/3 (H) sind Vertreter der Siphoviridae. Dieser
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Morphotyp wurde erstmals kirzlich bereits bei Phagen mit Spezifitit fir Fusobacterium varinm
durch BOHME (16) bzw. HOHNE et al. (44) beschrieben.

Im Gegensatz dazu konnte bei den Phagen fv 8501/2 (A) und fv 81-531/2/3 (F) neben dem
polyhedralen isometrischen Kopf und deutlich sichtbarem Hals ein gestreckter, nicht flexibler,
dicker und daher wahrscheinlich kontraktiler Schwanz beobachtet werden, der die Zuordnung zu
den Myoviridae bzw. der Gruppe A nach BRADLEY bedeuten wiirde. Bei fv 81-531/2/3 (F) war
die Querstreifung des Schwanzes deutlich sichtbar, bei fv 8501/2 (A) nicht. Bei letzterem Phagen
gelang dafiir die Abbildung einer Bodenplatte mit spikes trotz insgesamt schwieriger
Darstellbarkeit und hoher Fragilitit dieses Phagen im Halsbereich, was nach den
Zentrifugationen die haufige Darstellung einzelner Schwinze ohne zugehorige Kopfe erklirt.
Damit ist dies die erste Beschreibung von Phagen mit Spezifitit fir Fusobacterium varium, die der

Gruppe der Myoviridae angehoren.

4.3 Plaquemorphologie

Die Plaquemorphologie wurde anhand der FEinzelplaques beurteilt, wie sie sich in der
Overlaytechnik nach ADAMS (7) mit BHI-Weichagar darstellten. Beriicksichtigt wurden die
Einzelplaquedurchmesser, ob triitbe oder klare Lysis vorlag, und die Art der Begrenzung der
Plaques. Ubersichten iiber die plaquemorphologischen Details gibt die Tabelle 8, wobei die

Zuordnung zu den einzelnen Morphotypen berticksichtigt wurde. (siche Abschnitt 4.2)

Tabelle 8: Plaquemorphologische Details der isolierten Phagen mit Spezifitit fiir Stimme der Spezies Fusobacterinm

varium unter Berticksichtigung der Zuordnung zum Morphotyp (Durchmesserangaben in mm)

Phage Morphotyp Durchmesser  Begrenzung Lysis Kirzel
fv 8501/2 Myoviridae 2,5-4,5mm scharf tribe A

fv 81-531/2/3 Myoviridae 0,5-3,0mm unschatf klar F

fv 81-531/2/2 Siphoviridae bis 1,0mm scharf klar B

fv 8501/3 Siphoviridae 0,5-1,5mm scharf tribe D

fv 83-680/3 Siphoviridae 0,5-2,5mm unschatf klar H

fv 83-554/3/2 Podoviridae 1,0-3,0mm scharf klar C

fv Nab Podoviridae 2,0-5,0mm scharf klar E

fv 83-554/3/3 Podovirdae 2,0-5,0mm scharf klar G

fv 83-554/3/4 Podovirdae 2,0-5,0mm scharf klar 1
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Obwohl zu differenten Morphotypen gehorig, zeigten die beiden fiir ATCC 8501 spezifischen
Phagen eine triibe Lysis, wihrend alle anderen Phagen klare Plaques aufwiesen. Ahnliches trifft
beziglich der unschatfen Plaquebegrenzung fur die Phagen fv 81-531/2/3 (F) und fv 83-680/3
(H) zu. Die Durchmesser der FEinzelplaques variierten stark zwischen den einzelnen
Bakteriophagen, maximal wurden Werte bis zu 5,0 mm bei fv Na5 (E) und fv 83-554/3/3 (G)
erreicht. Sehr kleine Plaques produzierte der Phage fv 81-531/2/2 (B), diese erreichten gerade
eben 1,0 mm im Durchmesser. Insgesamt lie3 sich eine Gruppenzuordnung anhand der
Plaquemorphologie nicht feststellen, immerhin waren sich vor allem die Phagen fv Na5 (E) und
fv 83-554/3/3 (G) idhnlich. Unterschiede und vergleichbare Plaquemorphologien wurden
innerhalb der Morphotypen beobachtet, so dall nur in einem Teil der Fille eine echte
Unterscheidung begriindet werden konnte. Der Beitrag der Plaquemorphologie zur
Phagencharakterisierung ist somit insgesamt eher begrenzt.

Die folgenden Abbildungen 8-10 zeigen die einzelnen Plaquemorphologien im Bild. Unterschiede
in Helligkeit und Kontrast der Bilder ergeben sich durch leicht variierende Beleuchtungs- und
Fotografiertechnik sowie durch entsprechende technische Nachbearbeitung am Computer zur
Verdeutlichung der einzelnen Plaquecharakteristika. Die optimale optische Erfassung der
cinzelnen Agarschalen mit den entsprechenden Plaquestrukturen war insbesondere bei sehr
kleinen oder triiben Plaques schwierig und erforderte so gewisse technische Variationen der

Aufnahmetechnik.

Abb. 8: Plaquemorphologie der Myoviridae fv 8501/2 (A, links) und fv 81-531/2/3 (F, rechts)
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Abb. 9: Plaquemorpholgie der Podoviridae. In det oberen Reihe sind fv 83-554/3/2 (C, links) und fv Na5 (E, rechts),
in det unteren Reihe sind fv 83-554/3/3 (G, links) und fv 83-554/3/4 (1, rechts) dargestellt.
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Abb. 10: Plaquemorphologie der Siphoviridae fv 81-531/2/2 (B, oben links), fv 8501/3 (D, oben rechts) und
fv 83-680/3 (H, unten)

4.4 Chloroformresistenz

Bei der Bestimmung der Chloroformresistenz erwiesen sich alle 9 getesteten Phagen als resistent.
Die Ausgangstiter der verwendeten Phagensuspensionen lagen bei Testbeginn zwischen 107 und
10" pfu/ml. Bei konstanten Lagertemperaturen von 4°C tUber den Testzeitraum waren bei den

durchgefiihrten Titerbestimmungen kurz nach Chloroformzugabe sowie 3 und 6 Monate spiter
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im Vergleich zu den chloroformfreien Lysathalften keine Titerunterschiede festzustellen. Geringe
Titerschwankungen bzw. Abweichungen vom Vergleichslysat lagen im Rahmen der Fehlerbreite

der Bestimmungsmethode.

4.5 Lysisspektrum

Zur Bestimmung der Lysisspektren wurden Vertreter der Spezies Fusobacterinm varium sowie der
Spezies F. mortiferum, F. necrophorum, F. gonidiaformans und 4 Stimme nicht auf Speziesebene
bestimmter Fusobakterien herangezogen.

Getestet wurden neben den im Rahmen dieser Arbeit isolierten Phagen auch die bereits von
BOHME (16) charakterisierten Isolate. Die Bestimmung erfolgte sowohl mit der routine test
dilution (RTD) als auch mit der 1000fachen RTD. Sowohl indolnegative als auch indolpositive
Staimme von F. varium wurden in die Untersuchungen einbezogen.

Notiert wurde die Lysis entweder als konfluente Lysis oder auch nur das Auftreten einzelner
Plaques. Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse fiir eine Auswahl von Stimmen
inklusive der Vermehrungsstimme und die einfache RTD zeigt Tabelle 9. Im Vergleich dazu ist

das Ergebnis aller Stamme fiir die 1000fache RTD in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 9: Ergebisse der Bestimmung der Lysisspektren von F. zarium-Phagen (einfache RTD) mit
den fiir die Isolierung der Phagen benutzten Wirtsstimmen unter Beriicksichtigung der Zuordnung zum

Morphotyp. cl=konfluente Lysis, pl=Plaques, leeres Feld=keine Lysis

Myoviridae Siphoviridae Podoviridae
Stamm A |F B |[D |H |[K |N (O C |E |G |I |L |M |Indolbld.
ATCC 8501 c |cl cl |cl |c |cl | |cl c |cl |cl cl +
VPI 2527 pl d |d ol |pl "
VPI 2377 cl c |cl cl |cl c |cl +
VPI 2392 c |cl cl pl c |cl cl |cl |[c |pl |cl |cl
Li 5 c |cl cl pl c |cl c |cl |c |cl | |cl
Na 5 c |cl cl |cl |c |cl | |cl c |cl |cl cl
MLU 81-531/2 c |cl cl |cl |c |cl cl |cl |c |c |ecl |pl
MLU 82-552/1 c el cd |d
MLU 83-554/3 c |cl c |cl |c |cl cl c |cl |c |cl | |cl
MLU 83-680/3 c |c fcl |fcl |c |cl
MLU 91-2135/2 cl cl c |cl
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Tabelle 10: Ergebnisse der Bestimmung der Lysispektren von F. varium-Phagen (1000fache RTD) mit indolpositiven
und indolnegativen Stimmen von Fusobacterium varinm unter Berticksichtigung der Zuordnung zum

Morphotyp. cl = konfluente Lysis pl=Plaques leeres Feld=keine Lysis

Myoviridae Siphoviridae Podoviridae
Stamm A |F B |D|H|K|N |O C |E |G |I |L |M |Indolbld.
ATCC |8501 cl |cl cl |cl |cl [c |c |l cl |cl |cl cl +
VPI 2527 cl cl cl |cl cl |cl |cl |d +
VPI 2377 cl cl cl |cl cl |cl |cl [c |c |l +
VPI 2392 cl |cl cl |cl |cl cl |cl cl |cl |cl [c |c |l -
Li 5 cl |c cl pl cl |c cl |cl |cl [cl | |dl +
Na 5 cl |cl cl |cl |cl [c |c |l cl |cl |cl cl +
RMA 1343 cl |cl cl |cl |cl cl |cl |cl [c |c |l -
RMA 5169 cl cl |c cl |c |pl -
RMA 6938 c [pl cl |cl |cl [cl |c |dl
MLU 81-531/2 |cl |dl cl |cl |cl |d cl |cl |cl |c | |l -
MLU 82-552/1 |cl |dl cl cl |cl |cl [cl |d +
MLU 83-188/2 cl |cl |cl |d -
MLU 83-554/3 |cl |l cl |cl |cl |d cl cl |cl |cl |c | |l +
MLU 83-680/3 |l cl |cl |cl |c | |l cl |cl |cl
MLU 91-263/3 |cl |cl cl cl |cl |cl cl |cl |cl |c | |l
MLU 91-2135/2 cl c |cl |d c |pl cl pl |pl -
MLU 91-2296/3 |cl |cl cl cl |cl |cl cl |cl |cl |c | |l -
MLU 91-2641/1 |cl |cl c |cl |cl |c |c |cl c |cl |cl |c |c |cl +
MLU 92-932/2 cl cl |cl |cl |d cl |cl |cl [cl |d -
MLU 92-1282/3 |cl |cl c |cl |d [c |d c [pl |pl |cl | +
MLU 98-971/3 |cl cl |cl |cl cl |cl |cl [cl |d +

Alle Stamme der Spezies Fusobacterium varium wurden durch mindestens einen der Phagen lysiert,
allerdings zeigte das quantitative Ausmal3 erhebliche Schwankungen. Mit Ausnahme der Phagen
fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I) sowie fv 81-531/2/2 (B) und fv 83-680/3 (H) wies
letztlich keiner der Phagen ein vollig identisches Lysismuster mit einem anderen untersuchten
Phagen auf, auch wenn es gewisse Ahnlichkeiten gab. So erzeugten die zu den Podoviridae
gehorenden Phagen fv Na5 (E) und fv 83-554/3/3 (G) cin zwar schr ihnliches aber nicht
identisches Lysismuster. Die zu den Siphoviridae zihlenden Phagen fv 81-531/2/2 (B) und
fv 83-680/3 (H) zeigten ein tbereinstimmendes Lysismuster. Abweichungen innerhalb desselben
Morphoptypes zeigte hier der Phage fv 8501/3 (D). Fur die erstmals isolierten Myoviridae
fv 8501/2 (A) und fv 81-531/2/3 (F) konnte ein weitgehend differentes Lysismuster ermittelt
werden. In den Tests waren deutliche Unterschiede auch hinsichtlich der eingesetzten
Lysatkonzentration in Form von zusitzlicher Lysis bei Verwendung der 1000fachen RTD zu

beobachten. Innerhalb desselben Morphotypes konnten somit, auch unter Einbeziechung der
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Phagen von BOHME (16), alle Phagen auBer fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I) bzw.
fv 81-531/2/2 (B) und fv 83-680/3 (H) durch die Unterschiedlichkeit im Lysismuster als eigene
Entititen erkannt werden. Die genannten Ausnahmen sind durch das Merkmal des
Lysisspektrums nicht zu trennen.

Der Stamm MLU 91-2641/1 wurde von allen Phagen klar und kriftig lysiert, so daf3 er sich als
universeller Indikatorstamm fir Fusobacterium varinm-Phagen anbietet.

Stimme anderer Spezies des Genus Fusobacterinm wie F.necrophorum, F.mortifernm, F . gonidiaformans
und 4 Stimme nicht auf Speziesebene differenzierter Fusobakterien wurden niemals lysiert,
ebensowenig wie der Vertreter des Genus Bactervides (B. fragilis HSP-40).

Bemerkenswert ist, da3 auch die mitgefiihrten indolnegativen Stimme von Fusobacterium varium
von verschiedenen der getesteten Phagen ebenso lysiert wurden wie die indolpositiven Stimme.
Das Charakterisierungsmerkmal der Indolbildung scheint also kein Differenzierungsmerkmal
innerhalb der Spezies F.varium zu bedeuten.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal} es sich bei den isolierten Phagen um Isolate mit
hoher Spezifidt fir die Spezies Fusobacterium varium bei differenter Stammspezifitit handelt.
Gelegentlich ist in der Routinediagnostik eine eindeutige Speziesbestimmung der Fusobakterien
nicht mit volliger Sicherheit moglich. Fur diese Situationen bietet sich ein ,,Satz diagnostischer
Phagen® zur Identifizierung von Staimmen der Spezies Fusobacterium varium an. Dieser sollte aus
den Phagen fv Na5 (E) und fv 83-554/3/3 (G) bestehen, da beide zusammen alle getesteten

Staimme von F.oarium lysierten.

4.6 DNS-Analysen

Die DNS der neun Phagen wurde wie unter 3.3.1 beschrieben isoliert und einer
Restriktionsanalyse unterzogen (siche Kapitel 3.3.2). Die Analysen zeigten, dal die DNS in
unterschiedlichen Mustern von 4 der 5 verwendeten Restriktionsendonukleasen geschnitten
wurde. Ein fir die Auswertung gut verwertbares Bandenmuster ergab sich jedoch nur fir die
Restriktionsendonukleasen EwRI und Hind 1II. Fiar die meisten der durchgefithrten
Restriktionsansitze zeigte sich, dal nur ein Teil der DNS verdaut wurde. Es waren Banden
hohen Molekulargewichtes in Nihe der Auftragungstasche zu erkennen, die unverdauter DNS
entsprechen diirften. Alle Restriktionsansitze wurden im Verlauf der Arbeit mehrfach
durchgefiihrt. Dabei zeigten insbesondere die Ansitze mit Aza I ein Bandenmuster, in dem die
einzelnen Banden kaum gegeneinander abgrenzbar waren.

Restriktionsansitze mit Hinf 1 zeigten trotz mehrerer Versuche eine offenbar unvollstindige

Verdauung. So waren bei elektrophoretischer Auftrennung am Anfang der Laufstrecke, d.h. im
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héhermolekularen  Bereich, einzelne Banden klar zu erkennen, wihrend sich im
niedermolekularen Bereich eine wirklich klare Trennung der Nukleinsiaurefragmente als
unmoglich erwies. Der Vollstindigkeit halber sind die Ergebnisse dieser Versuche im folgenden
mit dargestellt. Nach Restriktion mit Hinf 1 zeigte sich das Bandenmuster von fv 83-554/3/3 (G)
mit dem von fv 83-554/3/4 (I) identisch, wobei sich diese beiden Phagen auch in allen anderen
Charkterisierungsmerkmalen als tbereinstimmend und damit als identisch erwiesen. Innerhalb
desselben Morphotypes gab es nach Restriktion mit Hinf 1 sonst keine weiteren identischen
Bandenmuster, lediglich bei den zu den Siphoviridae gehbrenden Phagen fv 81-531/2/2 (B) und
fv 83-680/3 (H) sowie den unterschiedlichen Morphotypen zugehorigen fv 8501/2 (A) und fv
83-554/3/2 (C) lagen die sichtbaren Banden dicht benachbart.

Da die Restriktionsversuche mit Sa#3Al parallel zu denen mit anderen Enzymen, d.h. an
derselben DNS-Probe und somit gleicher Ausgangskonzentration erfolgte, und diese anderen
Enzyme verwertbare Ergebnisse lieferten, schien Sa#3Al die DNS der isolierten Phagen nicht
hinreichend zu verdauen. Wie bei Hinf1 waren auch hier lediglich einzelne Banden erkennbar. Bei
hinreichender Aussagekraft beziiglich der naheren Charakterisierung der Phagen mit den
Restriktionsendonukleasen E¢wRI und Hind 111, die klare Ergebisse lieferten, wurde dieses Enzym
aus dem genannten Grund ebenfalls nicht weiter verwendet. Die Anzahl der erhaltenen

Einzelbanden mit Hznf 1 und Sa#3Al sind in den Tabellen 11 und 12 dargestellt.

Tabelle 11: Erkennbare Einzelbanden nach Restriktion der Phagen-DNS mit Hinf1

Phage A B C D E F G H 1

Banden 3 5 3 4 3 4 3 5

Tabelle 12: Erkennbare Einzelbanden nach Restriktion der Phagen-DNS mit Sau3Al

Phage A B C D E F G H 1

Banden 1 1 2 1 1 1 2 1

Die Tabellen 13 und 14 zeigen die Anzahl erhaltener Banden und die gerundeten Gré3enangaben
in Basenpaaren nach Verdauung der DNS der 9 isolierten Bakteriophagen mit EwRI und
Hind 111. Dabei wurde der Zuordnung der Phagen zu den drei unterschiedlichen Morphotypen
bereits Rechnung getragen. Analog dazu sind in den Abbildungen 11 und 12 die Gele dargestellt.
Dabei sei betont, dal3 die fotografische Dokumentation der erhaltenen Agarosegele insbesondere
in Bezug auf die Sichtbarkeit nur schwach unter dem Transilluminator fluoreszierender Banden
trotz wiederholter Durchfiihrungen der Elektrophoresen nur ungentigend gelang. Mit dargestellt
ist der Phage fv 83-554/3/4 mit dem Kiirzel I, der im Rahmen einer zunichst vermuteten

plaquemorphologischen Unterschiedlichkeit aus einer EPA des Phagen fv 83-554/3/3 (G) im
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Weiteren separat geklont, vermehrt und in den Untersuchungen mitgefiihrt wurde. Hierbei
konnte die Identitit der beiden Phagen fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I) bewiesen
werden, bei den vorliegenden DNS-Analysen lieferten beide Phagen bei jeder der verwendeten
Restriktionsendonukleasen jeweils tibereinstimmende Bandenmuster.

Alle anderen Bakteriophagen wiesen selbst innerhalb desselben Morphotypes sowohl fiir EcoRI
als auch Hind 111 distinkte Ergebnisse auf, d.h. keiner der Phagen zeigte sich mit einem anderen
identisch. Somit sind auBler fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I) alle anderen isolierten
Phagen zumindest in Bezug auf das Charakterisierungsmerkmal der DNS-Analyse als eigene
Entitdten anzusehen. Es gab lediglich Ubereinstimmungen bei einzelnen Banden bzw. es lagen
Einzelbanden dicht benachbart, eine verwandschaftschaftliche Beziehung der Phagen
untereinander ist somit anzunehmen. Eine Gruppeneinteilung wie in der Arbeit von BOHME
(16) war nicht moglich. In der Tabelle 14 ist die Zahl identischer Banden zwischen den einzelnen
Phagen am Ende der Tabelle mit dargestellt. Im einzelnen ist dies nach Restriktion mit EcRI die
fur die Podoviridae tv 83-554/3/2 (C) und fv 83-554/3/3 (G) bzw. fv 83-554/3/4 (I) identische
Bande bei 2530 bp, dagegen hatten fv Na5 (E), fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I) die bei
0270 bp gelegenen Bande gemeinsam. Bei den Vertretern der Siphoviridae und Myoviridae gab es
nach Verdauung durch EwRI keine Banden gleicher Grofle. Nach Restriktion mit Hind 111
zeigten die Myoviridae tv 8501/2 (A) und fv 81-531/2/3 (F) eine einzige gemeinsame Bande bei
4885 bp. Fur die zu den Podoviridae zihlenden fv 83-554/3/2 (C) und fv Na5 (E) gab es
Fragmente gleicher GroéBe bei 7285 und 2495 bp, fir fv Na5 (E) und fv 83-554/3/3 (G) bzw.
fv 83-554/3/4 (1) bei 1275 und 2035 bp. Alle weiteren Fragmente wiesen jeweils unterschiedliche
Groflen auf.

Interessanterweise liegen die Fragmente derjenigen Phagen, die zum Morphotyp der Myoviridae
gehoren, also fv 8501/2 (A) und fv 81-531/2/3 (F), nach Verdauung mit Hind 111 simtlich in
einem dhnlichen Bereich zwischen 1010 und 4885 bp, wobei aber als wesentlich festzuhalten ist,
dal3 es auller der gemeinsamen Bande bei 4885 bp keine weiteren identischen Banden gibt.
Desweiteren wird die DNS beider Phagen durch Hind 111 in dieselbe Anzahl Fragmente (10)
zerlegt. Diese beiden Phagen zeigen sich somit in der Sequenz ihrer Nukleinsauren zwar offenbar
sehr dhnlich und damit nahe verwandt, aber nicht identisch und somit eigenstindig. Auch nach
Restriktion mit EwRI lagen die Banden beider Phagen in dhnlichen Bereichen (2500-21320 bp),
jedoch weniger deutlich als nach Verdauung mit Hind 111. Es zeigten sich auch bei EcRI jeweils
unterschiedliche Einzelbanden, was die eigenen Entititen der Phagen belegt. Dabei konnte die
Bande des Phagen fv 81-531/2/3 (F) bei 21320 bp einem Anteil unverdauter DNS entsprechen,
zumal die Summe der erkennbaren Fragmente desselben Phagen nach Restriktion mit Hznd 111 in

diesen Bereich fallt (24235 bp).
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Die Vertreter der morphologischen Gruppe der Podoviridae wurden nach Restriktion mit Hind 111
in die meisten Einzelfragmente (14-15) zerlegt. Der GroB3teil der Banden entsprach einer Grofe
zwischen 820 und 13020 bp. Auch nach Behandlung mit Eco RI zeigten die Podoviridae-Vertreter
die meisten Banden (6-10). Am unterschiedlichsten waren die Ergebnisse bei denjenigen
Bakteriophagen, die zur grof3en morphologischen Gruppe der Siphoviridae zahlen. Hier zeigte sich
nicht nur die geringste Anzahl der Einzelfragmente bei beiden Restriktionsendonukleasen (1-4
bzw. 1-9), auch die Fragmentgrof3en variierten deutlicher.

Bei der Bestimmung der Genomgrof3e, normalerweise durch die Summation der Einzelfragmente
nach Restriktion mit der betreffenden Endonuklease ermittelt, traten erwartungsgemal
Schwankungen auf. Die Grofle des Gesamtgenoms wurde somit als Spanne angegeben.
Betrachtet man orientierend die erhaltenen Summen der Einzelbandengrof3en, liegen diese etwa
zwischen 24 und 80 kb, in der Mehrzahl allerdings zwischen 43 und 62 kb. Dabei zeigt sich vor
allem die Summe der Fragmente bei den Myoviridae sowohl nach Restriktion mit EcRI als auch
mit Hind 111 als dicht beieinander gelegen (26110 und 24235 kb bzw. 43285 und 43670 kb).

Hind 111 zerlegte die Nukleinsauren der Phagen in Bruchstiicke mit Grof3en zwischen 49335 und
820 Basenpaaren, wobei der Wert 49335 bp letztlich der unverdauten DNS des Phagen
fv 8501/3 (D) zuzuordnen ist. Der GroBteil aller Fragmente bewegte sich in Gréenordungen
zwischen etwa 820 und 15745 bp. Dies entspricht dhnlichen Angaben wie bereits in anderen
Arbeiten erhoben, beispielsweise von BOHME (16) (hier 730 bis 11100 bp). Die Versuche mit
EcoRI ergaben, abgesehen von der offenbar unverdauten DNS des Phagen fv 81-531/2/2 (B),
die eine GroBle von 25000 bp zeigte, Restriktionsfragmente zwischen 1000 und maximal
38170 bp, wobei jedoch der grofite Teil etwa zwischen 1000 und 11000 bp lag. Auch diese Werte
entsprechen ungefdhr den bereits fir andere Bakteriophagen mit Spezifitat fir F.oarium
erhobenen Ergebnissen (16). Inwieweit es sich bei den Banden im hochmolekularen Bereich um
ungeschnittene DNS oder um wirkliche grofle Fragmente handelt, bleibt unklar. Jedoch ist bei
alleiniger Darstellung dieser Bande wie bei dem Phagen fv 81-531/2/2 (B) von einer
Unverdaubarkeit gegentiber dieser Restriktionsendonuklease auszugehen, d.h. daB3 die
restriktionsendonukleasenspezifische Schnittstelle nicht enthalten ist. Insbesondere beim Phagen
fv 8501/3 (D) entspricht die einzeln zur Darstellung kommende Bande bei ca. 49335 bp etwa der
Summe der Fragmente nach Restriktion mit Hind 111 (58100 bp). Beide Phagen gehoren

bemerkenswerterweise zum gleichen Morphotyp der Siphoviridae.
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Tabelle 13: Ergebnisse der Restriktionsanalyse der Phagen-DNS mit Eco RI — Darstellung der Banden mit

Unterteilung gemils Morphotyp, Grdssenangaben in Basenpaaren (bp) mit Summenangabe

Morphotyp Podoviridae Siphoviridae Myoviridae
Phagenkiirzel C E G 1 B D H A F
Grofe der 20460 18380 16555 16555 |25000 24000 38170 |16140 21320
Restriktions- 11000 9560 6270 6270 14000 16140 |8545 9265
Fragmente 9265 7205 5400 5400 10500 4200 |7015 7545
2530 6270 4652 4652 9600 6270 2940
1500 3015 4000 4000 2815 2600
1000 2555 3390 3390 2500
1040 3135 3135
2530 2530
1851 1851
1530 1530
Bandenzahl 6 7 10 10 1 4 3 6 5
insgesamt
Summe 45755 148025 |49313 [49313 25000 |58100 |58510 |43285 |43670

Tabelle 14: Ergebnisse der Restriktionsanalyse der Phagen-DNS mit Hind III — Darstellung der Banden mit

Unterteilung gemill Morphotyp, Gréssenangaben in Basenpaaren (bp) mit Summenangabe

Morphotyp Podoviridae Siphoviridae Myoviridae
Phagenkiirzel C E G 1 B D H A F
GrolBe der 13020 32050 10490 10490 |38420 49335 15745 |4885 4885
Restriktions- 10490 10930 7525 7525 21500 10490 |4005 3615
Fragmente 7285 7285 6270 6270 12450 8645 3450 3060
5110 4400 4780 4780 7060 6095 3015 2740
4580 3675 4235 4235 4580 2665 2495
3740 3245 3060 3060 3800 2220 2140
3440 2810 2560 2560 2975 1755 1650
2890 2495 2035 2035 2400 1590 1425
2495 2035 1710 1710 2110 1340 1215
2110 1650 1425 1425 1185 1010
1795 1495 1275 1275
1530 1275 1130 1130
1310 1115 1025 1025
1170 920 865 865
1060 820
Zahl identischer |zuE:2 zuC:2 zuC:0 zuC:0 [zuD:0 zuB:0 2zuB:0 |zuF:1 zuA:1
Banden z2uG:0 zuG:2 zuE:2 zuE:2 |zuH:0 zuH:0 zuD: 0
Bandenzahl 15 15 14 14 4 1 9 10 10
insgesamt
Summe 62025 |76200 |48385 |48385 |79430 |49335 |56840 |26110 |24235
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Abb. 11: Bandenmuster der Bakteriophagen-DNS nach Restriktion mit EewRI (links, A-I) und Hind 111 (rechts,
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A-I) nach Auftrennung im 1% Agarose-Gel, Gro3enangaben in Basenpaaren (bp), 1kb=1kb-lzdder,
LM=Lambda-Marker
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Abb. 12: Bandenmuster der Bakteriophagen-DNS nach Restriktion mit Hzzf1 nach Auftrennung im 1% Agarose-Gel
Grofienangaben in Basenbaaren (bp), 1kb=1kb-/adder, LM=Lambda-Marker

4.7 Analyse der Strukturproteine

Bei der Auswertung der Polyacrylamid-Gele war zu erkennen, daf3 bei den neun isolierten Phagen
cinzelne Banden besonders stark ausgeprigt waren, die aus diesem Grund als Hauptproteine

angeschen werden konnen. Aufgrund der morphologischen Struktur mit dem aus multiplen
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Kapsomeren aufgebauten icosaedrischen Kopf ist die Zuordnung der Hauptbanden zu
Strukturproteinen des Kopfes anzunehmen. Fine sichere Unterscheidung zwischen Kopf- und
Schwanzproteinen der Phagen war leider nicht moéglich, dies hitte eine vorherige Trennung
dieser Strukturanteile notwendig gemacht.

Innerhalb der durch den Morphotyp vorgegebenen Einteilung zeigten alle Phagen ein
differierendes Bandenmuster. Eine Ausnahme waren wiederum die Phagen fv 83-554/3/3 (G)
und fv 83-554/3/4 (1), die wie bereits bei den Restriktionsanalysen ein identisches Ergebnis
zeigten. Bei den morphologisch den Podoviridae angehorenden Phagen gab es einzelne identische
Nebenbanden, so hatten z.B. die Phagen fv Na5 (E) und fv 83-554/3/3 (G) bzw. fv 83-554/3/4
(I) die Banden bei 78 und 128 kDa gemeinsam. Bei 45 kDa kam eine gemeinsame Bande der
Phagen fv 83-554/3/2 (C) und fv 83-554/3/3 (G) bzw. fv 83-554/3/4 (I) zur Darstellung. Bei
den Siphoviridae war lediglich das Fragment bei 128 kDa den Phagen fv 8501/3 (D) und
fv 83-680/3 (H) gemeinsam, ebenso wie bei den Myoviridae tv 8501/2 (A) und fv 81-531/2/3 (F),
die ebenfalls eine einzige identische Bande bei 43 kDa zeigten. Dabei war diese bei fv 81-531/2/3
(F) als Haupt-, bei fv 8501/2 (A) als Nebenbande zu klassifizieren. Weitere Banden der
Bakteriophagen zeigten sich, jeweils innerhalb desselben Morphotyps, zwar dicht benachbart aber
nicht identisch. So lagen bei fv Na5 (E) und fv 83-554/3/3 (G) 3 weitere Banden mit 32,5 bzw.
34, 43 bzw.45 und 64 bzw. 66 kDa dicht beeinander.

Die meisten Hauptbanden kamen im Bereich zwischen 39 und 49 kDa (der Phage fv 81-531/2/3
mit 2 Hauptbanden) zur Darstellung. Nur die Phagen fv 8501/2 (A) und fv 8501/3 (D) zeigten
eine weitere Hauptbande im héhermolekularen Bereich (61 bzw. 55 kDa). Die Anzahl erhaltener
Einzelbanden der Phagen schwankte zwischen 3 und 11, die wenigsten zeigte der Phage
fv 83-554/3/2 (C) mit nur insgesamt 2 Banden. Eine zusammenfassende Darstellung der
Phagenproteine zeigt Tabelle 15 und die Abbildung 13.

Zusammenfassend stellen somit auch in Bezug auf das Charakterisierungsmerkmal der
Strukturproteinanalyse alle Phagen offenbar eigene Entititen dar, mit Ausnahme von
fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-55473/4 (1), die sich wiederum identisch zeigten. Dieses Ergebnis
geht mit dem der DNS-Analyse konform.

Die Tabellen 16 bis 18 geben unter Berticksichtigung aller untersuchten Merkmale einen
Uberblick tiber Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den einzelnen isolierten Phagen.
Dabei sind die einzelnen Morphotypen getrennt dargestellt. Fir die Vergleiche hinsichtlich des

Lysisspektrums wurden dabei die Ergebnisse mit der einfachen RTD herangezogen.
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Tabelle 15: Ergebnisse der SDS-PAGE der Phagenproteine — Darstellung der Banden in Haupt- (zur Verdeutlichung
fett gedruckt) und Nebenbanden mit Unterteilung gemds Morphotyp, Gréssenangaben in kDa,

vergleichbare Grossen wurden auf eine Zeile gesetzt

Morphotyp Podoviridae Siphoviridae Myoviridae
Phagenkiirzel C E G 1 B D H A F
Bandengro3e 128 128 128 128 128 138
(in kDa) 84 84 110 85
78 78 78 65 67 71
71 71 54 55 61
04 066 066 45 44 49 45 47
57 37 39 43 43
45 43 45 45 31 42
42 41 39 38
39 34
325 34 (34) 33,5
32 30
Bandenzahl 2 9 7 7 3 7 3 11 3
insgesamt
Davon Hauptb. |1 1 1 1 1 2 1 2
Davon Nebenb. |1 8 6 6 2 5 2 9 1

Tabelle 16: Vergleich der tibereinstimmenden bzw. differierenden Merkmale der Podoviridae einschlieSlich der bereits
von BOHME (16) und HOHNE et al. (44) beschriebenen Phagen I und M. Beim Auftreten
gemeinsamer Merkmale zwischen einzelnen Phagen wurde dies durch grofie Buchstaben ausgedriickt,

bei fehlenden Gemeinsamkeiten durch kleine Schreibweise

Merkmal Phage C Phage E Phage G Phage L Phage M
(fv 83-554/3/2) (fv Na5) (fv 83-554/3/3) | (fv81-531/2) | (fv83-554/3)
Plaquemorphologie eglm cGlm cElm cegM cegL
Lysisspektrum eglm cglm celm cegm cegl
Genomgrole eglm cglm celm cegM cegL
Restriktionsanalyse cglm cglm celm cegM cegL
Strukturproteine eglm cglm celm cegM cegL
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Tabelle 17: Vergleich der ibereinstimmenden bzw. differierenden Merkmale der Siphoviridae einschlieBlich der bereits
von BOHME (16) und HOHNE et al. (44) beschriebenen Phagen K, N und O. Beim Auftreten
gemeinsamer Merkmale zwischen einzelnen Phagen wurde dies durch grofie Buchstaben ausgedriickt,

bei fehlenden Gemeinsamkeiten durch kleine Schreibweise

Phage B Phage D Phage H Phage K | Phage N | Phage O
Merkmal
(fv 81-531/2/2) | (fv8501/3) | (fv 83-680/3) (fv 8501) (fv 2377) (fv 2527)
Plaque_ dhk bhk bdk bdh bdh bdh
morphologie NO no no no kO kN
Lysisspektrum dHk bhK Bdk bDh bdh bdh
no no no no ko kn
Genomgr(‘)ﬁe dh N bN O bno keine Bdh Bdh
(0} ahnlich H ahnlich D Aussage (0} N
Restriktions- dhn bhn bdn keine bdh bdh
analyse ° o o Aussage () N
Strukturproteine dhn bhn bdn bdh bdh bdh
ko ko ko no kO kN

Tabelle 18: Vergleich der tbereinstimmenden bzw. differierenden Merkmale der Myoviridae. Beim Auftreten
gemeinsamer Merkmale zwischen einzelnen Phagen wurde dies durch grofie Buchstaben ausgedriickt,

bei fehlenden Gemeinsamkeiten durch kleine Schreibweise

Merkmal Phage A Phage F

(Fv8501/2) | (fv 81-531/2/3)

Plaquemorphologie £ a
Lysisspektrum f a
Genomgrofle vergleichbar vergleichbar
Restriktionsanalyse £ a
Strukturproteine einzelne Banden | einzelne Banden

vergleichbar vergleichbar
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Abb 13: Darstellung der Strukturproteine der Phagen im 12% reduzierenden SDS-Gel
Obere Abbildung: Phagen A, D, E, G, H und I; Untere Abbildung: Phagen B, C und F
M = Marker, GroBenangaben jeweils in kDa
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5 Diskussion

Obligat anaerobe, gramnegative sporenlose Stibchen des Genus Fusobacterinm sind wichtige
Erreger endogener pyogener Infektionen (14, 20, 29, 50, 57, 66), sie wurden erstmals im
19.Jahrhundert beschrieben (14). Anaerobe Bakterien sind Teil der normalen bakteriellen Flora
des Menschen, dabei finden sich Fusobakterien z.B. auf der Schleimhaut des Mundes, haben aber
normalerweise keinen Hauptanteil an der fackalen oder vaginalen Flora (14). Fusobacterium varium
gehort zur normalen Flora des Darmes und wurde als Verursacher intraabdomineller,
pleuropulmonaler inklusive oraler und dentaler Infektionen, bei Weichteilinfektionen (auch am
Auge) sowie bei Knochen- und Gelenksentziindungen gefunden. Im Gegensatz zu anderen
Vertretern des Genus Fusobacterium wird F.varium eher nicht bei Infektionen des ZNS, der
ableitenden Harnwegen oder bei Septikimien gefunden. Dabei stellen die Fusobakterien meist

Teil einer Mischinfektion mit anderen anaeroben oder auch aeroben Keimen dat.

Zum jetzigen Zeitpunkt ist das Wissen iiber Bakteriophagen mit Spezifitit fiir obligat anaerobe
gramnegative Stibchen noch begrenzt. Die meisten Publikationen beziehen sich auf Phagen mit
Spezifitat fir das Genus Bactervides (15, 19, 21, 23, 24, 31, 49, 52, 55, 58, 59, 63, 67, 72, 73, 74).
Phagen mit Spezifitit fiir Bakterien des Genus Fusobacterinm sind nur von HUET und
THOUVENOT 1964 (45), BRADLEY (17), TAMADA et al. 1985 (69), ANDREWS et al. 1997
(10) und BOHME (16) bzw. HOHNE et al. (44) niher beschrieben worden, und zwar mit
Spezifitat far F.varinm und F.necrophorum. Fur weitere Spezies der Gattung Fusobacterium gelang

bisher kein Phagennachweis.

In dieser Arbeit konnten 9 unterschiedliche Bakteriophagen aus 2 Abwasserproben isoliert
werden, davon ein Phage mit Spezifitit fir Bacteroides fragilis, die anderen waren ausnahmslos
spezifisch  fur  Flarium. Yur andere Spezies der Gattung Fusobacterium gelang  kein
Phagennachweis. (siche Kapitel 4.1) Ein weiterer Phage wurde im Rahmen einer vermuteten
plaquemorphologischen Unterschiedlichkeit aus einer EPA des Phagen fv 83-554/3/3 (G) im
Weiteren mitgeklont und vermehrt, so dal3 insgesamt 10 Phagen gefunden wurden.

Dabei umfassten die Isolierungsversuche neben F.oarium und F.necrophorum als Vermehrungswirte
auch Stimme von Fowortiferum, Fgonidiaformans und 2 Stimme nicht auf Speziesebene
identifizierter Fusobakterien.

Die Bezeichnung der isolierten Phagen erfolgte in Anlehnung an ACKERMANN mit den
Abkurzungen der Stamminitialen des Vermehrungsstammes sowie der Stammzahl als fv 8501/2,

fv 8501/3, fv 81-531/2/2, fv 81-531/2/3, fv 83-554/3/2, fv 83-554/3/3, fv Na5 und
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fv 83-680/3. Zur Vereinfachung wurden den Phagen im Rahmen dieser Arbeit
Grof3buchstabenkiirzel in alphabetischer Folge zugewiesen (siche Tabelle 5).

Als  Isolierungsmethode diente ein  Originalanreicherungsverfahren, mit dem  bei
Phagenkonzentrationen bis 1pfu/40ml ein Nachweis dieser Phagen moglich ist.. Beziiglich der
Anreicherungstechniken gibt es zum heutigen Zeitpunkt umfangreiche Untersuchungen (25, 31,
59, 60, 73) mit zum Teil unterschiedlichen Ergebnissen. In dieser Arbeit wurde bewusst die in
unserem Institut bereits bewihrte und relativ einfach durchzufithrende Methode beibehalten.

Die weitere Charakterisierung der isolierten Phagen erfolgte anhand der Ultrastruktur mittels
Elektronenmikroskopie, Plaquemorphologie, Lysisspektrum, Chloroformresistenz — sowie

Untersuchung von DNS und Strukturproteinen.

5.1 Phagenmorphologie

Morphologisch wurden Vertreter der Siphoviridae und Podoviridae tir Phagen gramnegativer
anaerober Bakterienspezies bereits beschrieben. Niher untersucht sind vor allem Phagen fir
verschiedene Bacteroides-Spezies. Es dominieren dabei morphologisch Vertreter des Typs B nach
BRADLEY (Siphoviridae), d.h. Phagen mit isometrischem Kopf und langem flexiblen, aber nicht
kontraktilem Schwanz. In einer ausfiithrlichen Studie von BOOTH et al. (15) entfielen 65 von 68
Isolaten auf diesen Morphotyp, die restlichen drei Isolate waren Myoviridae. Auch BRANDIS et al.
(19), KELLER und TRAUB (52), KORY und BOOTH (55) sowie BURT und WOODS (21,
hier B.thetaiotaomicron) beschrieben Phagen, die morphologisch den Siphoviridae angehoren.
Beschreibungen tiber Bakteriophagen spezifisch fiir Bakterien der Gattung Fusobacterium sind
derzeit in der Literatur nur vereinzelt zu finden. So fand BOHME 1996 (16) 5 Phagen mit
Spezifitat fir F.oarium in Abwasserproben. Vorher gelang es HUET und THOUVENOT (45) -
noch vor der ersten Beschreibung eines Phagen mit Spezifitit fiir Bactervides - im Jahre 1964 einen
Phagen zu isolieren, der spater als Phage 277 von BRADLEY (17) niher untersucht wurde.
Dieser Phage gehorte mit seinem isometrischen Kopf und dem kurzen, nicht kontraktilen
Schwanz dem Morphotyp der Podoviridae bzw. dem Typ C nach BRADLEY an (6, 18).

Die Publikation von TAMADA et al. (69) von 1985 betrifft die Isolierung eines Phagen mit
Spezifitat fur die Spezies Fusobacterium necrophorum. Der als Phage Fn P1 benannte Bakteriophage
zeigte neben dem isometrischen Kopf einen langen, kontraktilen Schwanz, was ithn somit dem
Morphotyp A nach BRADLEY (18) bzw. den Myoviridae (6) zuordnet. Dieser Bakteriophage ist
auch bis heute der einzige fir F.uecrophorum spezifische Phage geblieben. Angesichts des
Uberwiegens von Vertretern der Siphoviridae bei Bactervides fillt die Zugehorigkeit der 1964 und

1985 fir Fusobakterien isolierten Phagen zu den anderen beiden Morphotypen auf.
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BOHME (16) beschrieb F.oarium-spezifische Bakteriophagen, die den Podo- oder Siphoviridae
zugehorig waren. Diese Beschreibung von Vertretern der Siphoviridae mit Spezifitit fir Floarium
war zu diesem Zeitpunkt die erste ihrer Art. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit stellte sich
somit die Frage, ob insbesondere auch Vertreter des dritten Morphoptypes, der Myoviridae, tir
Spezies von Fusobacterium gefunden werden kénnten.

Bei den elektronenoptischen Untersuchungen der isolierten Phagen stellten sich fv 81-531/2/2
(B), fv 8501/3 (D) und fv 83-680/3 (H) als Vertreter der erstmals von BOHME (16) fiir F.varium
nachgewiesenen Sipphoviridae dar. Dagegen gehorten fv Na5 (E), fv 83-554/3/2 (C) und
fv 83-554/3/3 (G) zu den linger bekannten Podoviridae. Zxwei der Phagen zeigten jedoch neben
den isometrischen Kopfen einen langen, nicht flexiblen, dicken und damit wahrscheinlich
kontraktilen Schwanz mit Querstreifung und somit morphologische Zugehorigkeit zu den
Myoviridae. Dies ist nach der vorliegenden Literatur die erste Beschreibung von Bakteriophagen
dieses Morphotypes mit Spezifitit fir F.oarium. Dabei wurden beide Phagen aus
unterschiedlichen Abwasserproben isoliert.

Bei einigen Phagen konnten einzelne Merkmale wie beispielsweise das Vorhandensein von spikes
oder Bodenplatten auch bei Betrachtung mehrerer Einzelphagen nicht mit hinreichender
Sicherheit geklirt werden.

Fur die beiden Vertreter der Myoviridae fv 8501/2 (A) und fv 81-531/2/3 (F), fir die beziglich
der den Morphotypen zugeordneten FEigenschaften eine Kontraktilitit des Schwanzes zu
erwarten ist, wiren fiir zukinftige Untersuchungen eine Darstellung des Anheftungsvorganges
und der Schwanzkontraktion eine Bestatigung der in dieser Arbeit getroffenen Zuordnung. Eine
derartige Darstellung gelang bereits 1974 FOGLESONG et al. (30). Dort konnten
morphologisch ebenfalls den Myoviridae zugehorige Phagen mit Spezifitat fir Fusobacterinm
symbiosum (heute: Clostridium symbiosum) in der Phase der Anheftung und Nukleinsdureinjektion

fotografisch festgehalten werden. Versuche der Plaqueformation auf dem Wirtsstamm gelangen

FOGLESONG et al. (30) damals nicht.

5.2 Phagenstabilitit und Chloroformresistenz

Alle getesteten Phagen erwiesen sich bei den Untersuchungen tiber einen Zeitraum von einem
halben Jahr hinweg mit nahezu unverianderten Titern der Phagenlysate als chloroformresistent.
Angaben zur Chloroformresistenz in der Literatur (5) variieren erheblich. Titerkontrollen werden
tir Zeitraume zwischen Minuten und 1 Jahr empfohlen. Beztglich der Chloroformresistenz von
Fusobacterium varinm-Phagen sind auBer bei BOHME (16) keine Angaben zu finden. Bei Phagen
mit Spezifitit fir Bactervides gibt es ebenfalls deutliche Schwankungen. TARTERA (72) stellte fiir
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25 Phagen mit Spezifitit fur Bactervides fragilis eine weitgehende Chloroformresistenz fest. Im
Gegensatz dazu zeigt eine andere Publikation von KORY und BOOTH (55) von 1986 einen
nahezu subtotalen Titerabfall von  finf  Bacterides-Phagen  bereits nach  kurzer
Chloroformexposition.

Die Chloroformstabilitit der Phagen dieser Arbeit deutet somit auf das Fehlen von Lipiden bzw.
einer Virushiille hin, was bei Phagen dieser Spezifitit und diesen Morphotyps bereits
beschriebenen Angaben entspricht (2, 6, 16).

Die Zugabe von Chloroform kann, bewiesene Chloroformresistenz der Phagen vorausgesetzt,
prinzipiell auch als Schutz vor bakterieller Kontamination der Lysate verwendet werden (7).
Hervorzuheben sei auch die Lagerungsstabilitit aller isolierter Phagen. Dabei war eine hohe
Titerstabilitit bereits bei Lagerungstemperaturen von 4°C zu verzeichnen. Uber den Zeittraum
eines halben Jahres ergaben entsprechende Titerkontrollen keinen nennenswerten
Konzentrationsverlust. Die Daueraufbewahrung aller Lysate erfolgte jedoch bei —72°C, wobei ein
Teil der Lysate vorher mit 87% Glycerol versetzt wurde (siche 3.2.5). Hier konnten alle Phagen
aus den gefrorenen Proben auch nach 1 Jahr wieder vermehrt werden, und zwar sowohl aus den
eingefrorenen Lysaten mit als auch aus denen ohne Glycerolzusatz. Die Chloroformresistenz und
hohe Lagerungsstabilitit stimmt mit den bei BOHME (16) fiit F.oarium-Phagen gefundenen

Ergebnissen tberein.

5.3 Plaquemorphologie

Bei der Untersuchung der Plaquemorphologie zeigten alle Phagen ein in sich einheitliches
Lysisbild in Form entweder triiber oder klarer Lysis, maximal wurden Plaquedurchmesser von 5,5
mm erreicht. Auf einer einzigen Agarplatte der 1.EPA des Phagen fv 83-554/3/3 (G) erschien es
jedoch moglich, dal3 zwei unterschiedliche Lysisbilder vorliegen. Dabei waren einige der Plaques
triber als andere bei diesem bislang durch klare Lysis gekennzeichneten Phagen.
Sicherheitshalber erfolgte von diesen Plaques ein parallele Klonierung, auch die
elektronenoptischen und molekularbiologischen Untersuchungen wurden fiir diesen Phagen
separat mit durchgefithrt. In der Folge erwies sich dieser mit fv 83-554/3/4 (I) benannte Phage
als identisch mit dem Phagen fv 83-554/3/3 (G).

Die GroBle der Plaques lieB sich in gewissen Grenzen durch die Inkubationszeit der
ausgegossenen Agarplatten beeinflussen, weshalb die Zeit bei Vergleichen konstant gehalten
wurde. Dabei ist noch einmal zu verdeutlichen, dal3 jede Plaque letztlich von einem einzigen

Phagen und dessen Nachkommen erzeugt wird (eine Phagenepidemie). Form und Grofle der
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Plaques sind charakteristisch fiir jede Bakteriophagenart und genetisch determiniert. Die
Ausbildung der Plaques ist dabei von vielen duBleren Faktoren beeinflussbar, wie z.B. die
Nihrbodenzusammensetzung der verwendeten Agarschalen (abnehmende Plaquegrofie bei
zunehmender Agarkonzentration), physikalische und chemische Stérungen, jedoch auch durch
einen Wechsel des Wirtsbakteriums oder eine Verinderung der Wachstumsgeschwindigkeit der
Bakterien. Junge, schnell wachsende Bakterien liefern dabei gro3ere Plaques als altere Bakterien.
Fir alle durchgefithrten Versuche wurden deswegen jeweils frische Kulturen (onc) verwendet.
Eine weitere Theorie besagt, dal3 Phagen kleinerer Abmessungen moglicherweise schneller im
Bakterienrasen diffundieren als gré3ere Phagen und somit grof3ere Plaques bilden kénnen. Dafiir
wirden, wenn man die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit betrachtet, die groflen Plaques der
Phagen fv Na5 (E) und fv 83-554/3/3 (G) bzw. fv 83-554/3/4 (I) sprechen, die den Podoviridae
angehoren, somit nur einen kurzen Schwanz haben und auch eine geringe Grofe des Kopfes
aufweisen (siche Tab. 7).

Bei bislang beschriebenen Bakteriophagen finden sich idhnliche Grof3enangaben wie in der
vorliegenden Arbeit. So bildete der von TAMADA (71) isolierte und far F. wmecrophorum
spezifische Phage Fn P1 Plaques von 0,5-1,5 mm Durchmesser. Der Phage fv 83-554/3 (M), der
von BOHME (16) isoliert worden war, zeigte #hnlich bemerkenswert groBe Plaques wie
fv 83-554/3/3 (G). Beide Phagen haben mit Foariwm MLU 83-5534/3  denselben
Vermehrungsstamm und gehéren zum gleichen Morphotyp, den Podoviridae. Ahnlich gro3e bzw.
sogar grof3ere Plaques bildete fv Na5 (E), der ebenfalls zu den Podoviridae zihlt. Der Durchmesser
der ibrigen Phagen entsprach mit geringen Abweichungen den bereits in anderen Publikationen
beschriebenen Angaben (16, 17, 19, 47, 52, 63).

Auch innerhalb desselben Morphotyps schwankten die Plaquedurchmesser. Bei den Podoviridae
lagen jedoch vorwiegend grof3e Plaques bis maximal 5,0 mm vor, eine Ausnahme stellt hier der
Phage fv 83-554/3/2 (C) dar, der nur Plaques zwischen 1,0 und 3,0 mm bildete. Die
Durchmesser der zu den Siphoviridae zihlenden Bakteriophagen schwankten zwischen 0,5 und
maximal 2,5 mm. Sehr kleine Plaques mit einem Durchmesser von maximal 1 mm bildete der
Phage fv 81-531/2/2 (B). Diese verhiltnismiBig geringe GroBe der Plaques bei den Siphoviridae
konnte durch den langen Schwanz und das dadurch geminderte Diffusionsvermogen der Phagen
im Bakterienrasen bedingt sein. Eine Mittelstellung beziiglich der Gréf3e der Plaquedurchmesser
bildeten die beiden Myoviridae fv 8501/2 (A) und fv 81-531/2/3 (F), deren Plaques Abmessungen
zwischen 0,5 und maximal 4,5 mm zeigten.

Eine hoheren Beitrag zur Abgrenzung der Phagen innerhalb desselben Morphotyps brachte die
Auswertung der Plaquebegrenzung und der Lysisart. Dabei waren insbesondere die beiden

Myoviridae in den beiden genannten Merkmalen eindeutig unterschiedlich, was die
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Eigenstindigkeit der Phagen beweist. Auch die zu den Siphoviridae gehorenden Phagen
unterschieden sich in jeweils einem dieser Merkmale voneinander (siche Tabelle 8), was auch hier
eine klare Abgrenzung der 3 Phagen untereinander erlaubt. Innerhalb der Podoviridae war diese
Abgrenzung nicht moglich, da alle Isolate eine scharfe Begrenzung der Plaques bei klarer Lysis

aufwiesen.

5.4 Lysisspektrum

Bei der Untersuchung des Lysis- bzw. Wirtsspektrums war festzustellen, daf3 alle im Rahmen
dieser Arbeit isolierten Phagen, deren Vermehrungsstimme simtlich F.oarium waren, auch
ausschlieBlich Vertreter dieser Spezies lysierten. Stimme anderer Fusobacterium-Spezies zeigten
keinerlei lytische Reaktionen. Diese strenge Speziesspezifitit ist bereits in anderen Arbeiten tber
Phagen mit Spezifitit fiir verschiedene Arten der Gattungen Bacteroides und Fusobacterinm unter
Verwendung einer breiten Palette fakultativ und obligat anaerober Indikatorstimme beschrieben
worden. Die Stammspezifitit war dagegen bei allen Phagen gering ausgepragt.

Der Stamm VPI 2392, zeitweise als F.necrophorum gefihrt, konnte aufgrund der Speziesspezifitat
und der durch 8 der 9 Phagen erfolgten eindeutigen Lysis (getestete einfache RTD) sicher als
F.varium Klassifiziert werden.

Im Lysisspektrum der neun Phagen gab es mit Ausnahme von fv 83-554/3/3 (G) und
fv 83-554/3/4 (I) sowie fv 81-531/2/2 (B) und fv 83-680/3 (H) keine vollig tibereinstimmenden,
allerdings teilweise dhnliche Muster. Die Tests wurden sowohl mit der einfachen als auch mit der
1000fachen RTD mehrmals durchgefiihrt. Dabei fithrte die Verwendung der 1000fachen RTD
oft zu einer zusitzlichen Lysis von Stimmen. Diese Erweiterung des Lysisspektrums wurde
bereits von anderen Autoren beschrieben (35). Die Beurteilung der Lysismuster auf den als
SPOT-Test ausgelegten Agarplatten war in einigen Fallen schwierig, weil einzelne Phagenspots
nur triibe oder sehr schwach ausgeprigt waren. Deswegen wurden alle Lysisspektren zur
Sicherheit mehrfach bestimmt. Dabei wurden die im Rahmen der Dissertationsarbeit von
BOHME (16) isolierten 5 fiir F.varium spezifischen Phagen zur Erweiterung der Aussagekraft mit
in die Untersuchungen einbezogen.

Ein eindeutig tbereinstimmendes Lysismuster lieferten die Phagen fv 83-554/3/3 (G) und
fv 83-554/3/4 (1), was erneut fiir die Identitit beider Phagen spricht.

Betrachtet man die Zuordnung der Bakteriophagen zu den 3 Morphotypen und die erzeugten
Lysismuster, so ist festzustellen, daB3 die Lysismuster der Siphoviridae fv 81-531/2/2 (B) und
fv 83-680/3 (H) ubereinstimmen. Die beiden Phagen sind jedoch nicht miteinander identisch,

dies bewiesen die Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen, die auffallende
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Unterschiede zeigten (siche Kapitel 4.6 und 4.7). Bei 1000facher RTD waren sich auch die
Lysismuster der beiden Podoviridae fv Na5 (E) und fv 83-554/3/3 (G) sehr idhnlich. Bei den
Bakteriophagen fv 8501/2 (A) und fv 81-531/2/3 (F), die morphologisch den Myoviridae
zuzuordnen sind, sprechen die eindeutigen Unterschiede im erzeugten Lysismuster fur das
Vorliegen eigener Entititen.

Bei Verwendung der einfachen RTD stimmten die Lysismuster der Phagen fv 81-531/2/3 (F)
und fv 83-554/3/3 (G) bzw. fv 83-554/3/4 (I) Uberein, wobei ersterer zu den Myoviridae und die
beiden letztgenannten Phagen zu den Podoviridae zihlen (siche Tabelle 9). Unter Verwendung der
1000fachen RTD zeigten sich bezogen auf den Morphotyp jedoch eindeutige Unterschiede, so
dal3 trotz aller moglichen verwandschaftlicher Nihe eine klare Abgrenzung moglich ist.

Innerhalb desselben Morphtyps lassen sich somit bis auf fv 81-531/2/2 (B) und fv 83-680/3 (H)
bzw. fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I) alle Phagen klar voneinander abgrenzen, da
jeweils fir mindestens einen getesteten Stamm eine unterscheidliche Lysis vorliegt.

Bei der Verwendung der einfachen RTD aller Phagen reduzierte sich die Zahl lysierter F. varium-

Staimme erheblich, wobei z.T. nur noch einzelne Plaques im aufgetropften SPOT-Test auftraten.

Es zeigte sich, da} nur ein einziger Stamm von Fusobacterinm varinm von allen 13 Phagen unter
Einbeziehung der Phagen von BOHME (16) und unter Verwendung der 1000fachen RTD lysiert
wurde. Dies betraf den Stamm MLU 91-2641/1. Alle anderen Bakterienstimme der Spezies
Fusobacterinm varium wuarden zwar von mindestens einem aber eben nicht allen Phagen lysiert. Der
Stamm F.oariwm MLU 91-2641/1 kann somit als idealer bzw. Universalindikatorstamm fur
Fusobacterinm varium-Phagen bezeichnet werden.

Denkbar wire auch der Finsatz der bisher isolierten Phagen zur Typisierung von F.varium -
Stimmen durch Lysotypie.

Es gab keinen einzigen Phagen, der ausnahmslos alle gestesteten Stimme von F.oarium lysierte.
Bei Verwendung der 1000fachen RTD lysierte der Phage fv 83-554/3/3 (G) jedoch mit
Ausnahme von MLU 91-2135/2 alle anderen Stimme. Diese Liicke wird z.B. durch fv Na5 (E)
geschlossen, der bis auf MLU 83-188/2 und RMA 5169 ebenfalls alle Stimme lysierte. Somit
konnten diese beiden Phagen im Set (als Satz ,,diagnostischer Phagen®) zur Identifizierung von

Stammen der Spezies Fusobacterium varium herangezogen werden.

5.5 Phagen als Indikatoren viraler Abwasserbelastung

Bakteriophagen wurden bereits in mehreren Arbeiten (24, 60, 74) als Indikatoren viraler

(Ab)wasserkontamination und Marker bei (Ab)wasserbehandlungsprozessen beschrieben.
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Insgesamt waren Bakteriophagen mit Spezifitit fir Vertreter des Genus Bacteroides wesentlich
hiufiger Gegenstand von Forschungsarbeiten als solche mit Spezifitit fir Stimme des Genus
Fusobacterinm.

Bakteriophagen dhneln den Enteroviren hinsichtlich Komposition, Gré3e und Morphologie.
Phagen fiir Bacteroides haben daneben den gleichen Ursprung wie die Enteroviren. Intestinale
Bacteroides als Hauptkomponente menschlicher Faeces und ohne signifikante Vermehrung in der
freien Natur (ausserhalb der Wirtsorganismen Mensch und Tier) haben somit ein Potential als
Virusindikator. Bacteroides fragilis-Phagen sind bereits mehrfach als Indikatoren humaner fakaler
Verunreinigung beschrieben. Dabei war der Direktnachweis der Phagen schwierig und erforderte
meist vorangehende Anreicherungs- und Konzentrationstechniken. Bacteroides fragilis HSP-40-
Phagen wurden nie in Tierkot, sondern nur aus menschlichen Fakalien isoliert. Dabei gelang aus
Proben, bei denen Enteroviren isoliert werden konnten, stets auch der Phagennachweis (74).
Coliphagen wurden im Rahmen einer Arbeit von GANTZER et al. (31), wie bereits von
TARTERA (73) beschrieben, etwa einhundertmal haufiger als Bacteroides fragilis-Phagen, und diese
etwa zehnmal haufiger als Enteroviren selbst isoliert. Es bestand eine signifikante Korrelation
zwischen der Konzentration von Bacteroides fragilis-Phagen und dem Vorhandensein infektioser
Enteroviren. Verinderungen der Konzentration der Coliphagen waren im Gegensatz zu B.fragilis-
Phagen aber nicht mit einer Anderung der Enteroviruskonzentration verbunden, so daf3 trotz der
hohen Korrelation zwischen somatischen Coliphagen und der Anwesenheit von Enteroviren
dieser Faktor ein schlechter Indikator fir Fluktuationen in der Enteroviruskonzentration ist.
Nach Meinung des Autors zeigen Coliphagen somit lediglich die fikale Kontamination im
wortwortlichen  Sinne an, Bacferoides-Phagen dagegen waren gute Indikatoren einer
Enteroviruskontamination.

ABAD (1) et al. zeigte, dall Phagen mit Spezifitit fiir Bacteroides fragilis HSP-40 dhnlich lange auf
verschiedenen Oberflichen in der Umwelt, besonders jedoch auf getrockneten Faeces tiberleben
wie das zu den Enteroviren zihlende Hepatitis A-Virus oder das humane Rotavirus, jedoch
linger als enterische Adenoviren und Polioviren. Widersprichlich sind Angaben allerdings
dartiber, inwieweit Phagen direkt aus Fakalien isoliert werden konnten. CORNAX (25) konnte
aus untersuchten Faeces keine Phagen mit Spezifitit fir Bacteroides isolieren, was jedoch
TARTERA (72) aus 10% der getesteten Proben menschlicher Faeces gelang.

LUCENA (58) untersuchte in seiner Arbeit 1994 den FEinflu der ortlichen Distanz des
verunreinigenden Fokus® auf die Konzentration von Bactervides fragilis-Phagen in Muscheln. Dabei

wurden Phagen fur B.fragiis HSP-40 haufiger gefunden als Enteroviren selbst.
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Aus diesen Ausfihrungen wird deutlich, da3 Phagen mit Spezifitit fur B.fragiis HSP-40 zu Recht
als mogliche Ersatzindikatoren einer Enterovirus- und damit auch einer humanen fakalen
Abwasserbelastung angesehen werden konnen.

Das Wissen tber Phagen mit Spezifitit fir Fusobakterien, die ebenso wie Bacfervides der Familie
Bacteroidaceae angehoren, ist nach wie vor sehr begrenzt. Als wesentlich ist festzuhalten, dal3 in der
vorliegenden Arbeit aus dem zweiten Abwasser kein Phagennachweis fiir B.fragiis HSP-40 gelang,
Diese Probe war analog Abwasser Nr.1 nach ausschliesslich mechanischer Reinigung an
identischer Stelle lediglich zeitlich versetzt dem Zulauf entnommen worden. Jedoch konnten
wiederum mehrere Phagen uber Fusobacterium varium-Stimme vermehrt werden. Damit stellt sich
die Frage, ob nicht auch Phagen mit Spezifitit fir Fl.oarium genauso oder moglicherweise gar
besser als Indikatoren einer fakalen viralen Abwasserbelastung angesehen werden konnten. Um
diese Frage hinreichend beantworten zu konnen, wire die Untersuchung einer wesentlich
groBBeren Anzahl von Abwasserproben notig.

Bakteriophagen, die tiber den in dieser Arbeit gefundenen universellen Vermehrungs- bzw.
Indikatorstamm MLU 91-2641/1 fur Fusobacterium varium-Phagen vermehrt werden, kénnten
somit als Indikatoren natiirlich verunreinigter Gewisser herangezogen werden. Bei paralleler
Verwendung von mehreren Vermehrungsstimmen mit einem sich weitgehend erginzenden

Lysisspektrum konnten Phagen mit noch gro3erer Wahrscheinlichkeit erfa3t werden.

5.6 Restriktionsanalyse des Phagengenoms

Fir die nihere Charakterisierung der Phagen wurde aullerdem eine Analyse des Phagengenoms
durchgefiihrt. Alle Phagen besaBen ein DNS-Genom. Dies steht in Ubereinstimmung mit dem
von BRADLEY et al. (18) formulierten Zusammenhang zwischen Phagenstruktur und
Nukleinsauretyp.

Besonders mit Hilfe der beiden Restriktionsendonukleasen EcwRI und Hind 111 konnten weitere
Aussagen zur Charakterisierung der Phagen getroffen werden. Bei den Enzymen Hinf 1, Sau3A 1
und Awal traten auch bei mehrfachen Wiederholungen einschlieBlich der DNS-Isolierung
Bandenmuster auf, die eine sinnvolle Auswertung nicht ermoglichten. Denkbare Ursachen
konnten u.a. in der geringen Auflésung des Agarosegels zu sehen sein. Gegebenenfalls wire eine
Trennung sehr dicht benachbarter Banden mit 2 oder 4% Agarosegelen moglich. Fir San3A 1
ergaben sich ahnlich wie bei Hznf 1 am Anfang der Laufstrecke liegen gebliebene héhermolekulare
Einzelbanden und teilweise ein nicht zu differenenzierender Schmier (smear) von DNS-
Fragmenten im niedermolekularen Bereich. Da die Restriktionsversuche mit Saz3A 1 parallel zu

solchen mit anderen Enzymen, d.h. an ein und derselben DNS-Probe erfolgten, und die anderen
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Restriktionsendonukleasen verwertbare Bandenmuster lieferten, scheint Sa#3A 1 die DNS der 9
isolierten Phagen nicht hinreichend zu verdauen.

Nach Verdauung mit Hind III war die hochste Anzahl erhaltener Finzelbanden bei den vier
Vertretern det Podoviridae, also bei fv 83-554/3/2 (C), fv Na5 (E) und fv 83-554/3/3 (G) bzw.
fv 83-554/3/4 (I) zu verzeichnen. Hier lag die GroBenordnung der Spaltprodukte - abgesehen
von einer bei 32050 bp gelegenen Finzelbande bei fv Na5 (E) - zwischen 820 und 13020bp.
Dabei gab es innerhalb dieses Morphotypes zwar gemeinsame FEinzelbanden, wie zwischen
fv 83-554/3/2 (C) und fv Na5 (E) bei 2495 und 7285 bp, sowie zwischen fv Na5 (E) und
fv 83-554/3/3 (G) bei 1275 und 2035 bp, jedoch zeigten alle Phagen ein insgesamt differentes
Bandenmuster. Das beweist wiederum die Eigenstindigkeit dieser Phagen. Nach Verdauung mit
EcRI war die Bande bei 2530 bp den Phagen fv 83-554/3/2 (C) und fv 83-554/3/3 (G) bzw.
fv 83-554/3/4 (I) gemeinsam, wobei die letztgenannten zwei Phagen noch eine
tbereinstimmende Bande mit fv Na5 (E) bei 6270 bp zeigten. Mit EwRI lag jedoch ein im
Gesamtbild eindeutig unterschiedliches Ergebnis vor, was die Unterschiedlichkeit der Phagen
erneut bestitigt. Eine Ausnahme bildeten fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I), deren
Identitit mit einem tbereinstimmenden Bandenmuster nach Restriktion sowohl mit EwRI als
auch mit Hind 111 bestitigt wurde.

Die definitive Verifizierung der Identitit von Einzelbanden ist jedoch nur durch andere
Methoden wie z.B. eine Sequenzierung moglich.

Bei den zu den Myoviridae gehbrenden Phagen fv 8501/2 (A) und fv 81-531/2/3 (F) lagen alle
erhaltenen DNS-Bruchstiicke nach Restriktion mit Hind 111 zwischen 1010 und 4885 bp, nach
Restriktion mit EeRI zwischen 2500 und 21320 bp. Dabei zeigten fiir Hind 111 beide Phagen die
gleiche Gesamtzahl von 10 Banden. Identische Banden gab es aber bis auf die bei 4885 bp (nach
Verdauung mit Hind 11I) nicht, was beweist, dal3 auch diese Phagen jeweils eine eigene Entitit
darstellen.

Bei den Siphoviridae bestanden nach Verdauung ihrer Nukleinsidure sowohl mit Hind 111 als auch
EcoRI deutlich differente Bandenmuster. Der Phage fv 8501/3 (D) wird durch Hind 111 offenbar
nicht verdaut, hier lag eine einzige Bande bei ca. 49335 bp vor. Gleiches gilt fir den Phagen
fv 81-531/2/2 (B), bei dem nach Restriktion mit EcoRI auch nur eine Bande bei 25000 bp zur
Darstellung kam. Dies kann aber insofern nicht der unverdauten DNS entsprechen, da die
Summe der Basenpaare der erkennbaren Einzelbanden bei Verwendung von Hind 111 bereits
79430bp betrigt.

Betrachtet man zusammenfassend die erzielten Ergebnisse fiir die Phagen jeweils innerhalb

desselben Morphotyps, wird wie bereits bei den anderen Charakterisierungsmerkmalen bestatigt,
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daBl mit Ausnahme von fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I) alle anderen Phagen

eigenstindig sind, d.h. jeweils als eigene Entitit betrachtet werden miussen.

Bei der Ermittlung der Gesamtgenomgré3e aus der Summe der Einzelfragmente im Vergleich
der einzelnen Enzyme traten gewisse Schwankungen auf. Griinde hierfir sind mogliche
MeBfehler, das Auftreten eng beieinander liegender Doppelbanden und kleinster Bruchstiicke,
das Vorkommen voll verdauter DNS sowie die mathematische Fehlerbreite bei der
computergestiitzten Errechnung der Bandengrof3e anhand des mitgefihrten Markers.

Fir die Phagengenome ldsst sich bei den Vertretern der Myoviridae eine orientierende
Groflenangabe um 43000 bp machen. Fur die morphologisch den Siphoviridae zugehorigen
Bakteriophagen sind dagegen GroBlen zwischen 58000 und 79000 bp und fiir die Podoviren
zwischen 49000 und 76000 bp anzunehmen. Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen am
chesten dafiir geeigneten Angaben von BOHME (16), so liegen dort zumindest in Bezug auf die

Obergrenze dhnliche GréBenordnungen vor.

5.7 Analyse der Phagenproteine

Bei der Darstellung der isolierten Strukturproteine der Bakteriophagen ergaben sich technische
Schwierigkeiten insofern, als fiir die Herstellung groBerer Mengen Protein eine grofle Anzahl
hochtitriger Lysate zur Extraktion der Phagenproteine hergestellt werden musste. Bei der
Extraktion erwiesen sich die Ultrazentrifugation (Glycerolgradientenzentrifugation) und die
anschliessende Priparation des Pellets als aufwendig. Auch bei der Trennung der Proteine mittels
SDS-PAGE zeigte sich trotz identischer Durchfilhrung nicht fiir jeden Phagen immer ein
befriedigendes Ergebnis hinsichtlich der Reproduzierbarkeit der Bandenzahl. Mogliche Ursachen
fir diese Schwierigkeiten sind nicht nur in der Extraktionsprozedur zu sehen, sondern auch
darin, dal3 nicht fir jeden Phagen ausreichend hohe Titer erhalten werden konnten, und daher fiir
jeden Phagen unterschiedliche Mengen an Protein extrahiert wurden.

Zusitzlich zeigten sich bei den Elektrophoresen z.T. schwache Nebenbanden, die nicht eindeutig

auszuwerten waren.

Bei der Auftrennung der Proteine mittles SDS-PAGE stellte sich fiir jeden Phagen ein eigenes
Muster an Haupt- und Nebenbanden dar. Auller den zu den Podoviridae zihlenden Phagen
fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I), die in allen Charakterisiecrungsmerkmalen
tbereinstimmten und somit als identisch zu bezeichnen sind, zeigten die anderen Phagen ein

jeweils unterschiedliches Bandenmuster. Jedoch bestehen oft vergleichbare Verhiltnisse unter
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den einzelnen Phagen, worauf aus teilweise Ubereinstimmenden bzw. eng benachbarten
Einzelbanden geschlossen werden kann. Dies betraf insbesondere die beiden zu den Podoviridae
zihlenden Phagen fv Na5 (E) und fv 83-554/3/3 (G), die sich bereits bei der Untersuchung der
Lysismuster als sehr dhnlich gezeigt hatten. Diese beiden Phagen zeigten gemeinsame Banden bei
128 und 78 kDa. Eng beeinander lagen auch die Banden mit 32,5 und 34 kDa, 43 und 45 kDa
sowie 64 und 66 kDa. Jedoch gab es auch eindeutig unterschiedliche Banden, die zeigen, daf3
jeder der Phagen bei aller moglichen verwandtschaftlichen Nihe eine Entitat darstellt.

Obwohl das identische Lysismuster der beiden Siphoviridae tv 81-531/2/2 (B) und fv 83-680/3
(H) eine mogliche enge Verwandschaft bedeuten konnte, wurde mit der Charakterisierung der
Strukturproteine die Unterschiedlichkeit und Eigenstandigkeit beider Phagen belegt.

Bei den zu den Myoviridae zihlenden fv 8501/2 (A) und fv 81-531/2/3 (F) konnten ebenfalls
Banden dhnlichen Molekulargewichts gefunden werden. Dies war fir die Molekulargewichte von
38 und 39 kDa sowie 45 und 47 kDa der Fall. Eine einzelne Bande jeweils bei 43 kDa ist
hochstwahrscheinlich sogar identisch. Dies ldt gleichgeartete strukturelle Komponenten der
Bakteriophagen vermuten. Andererseits wird durch das gleichzeitige Vorliegen eindeutiger
Unterschiede auch hier die Eigenstidndigkeit beider Phagen belegt.

Innerhalb desselben Morphotyps zeigten sich bei allen Phagen individuell Banden, die insgesamt
bewiesen, dal auler fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I) keiner der Bakteriophagen mit
einem anderen identisch ist. Simtliche Proteine der Phagen lagen in einer GroéBenordnung
zwischen 30 und 138 kDa. Die Anzahl der Einzelbanden pro Phage schwankte zwischen 2 und
11. Dies entspricht weitgehend den bereits bei BOHME (16) fiit F.oarium-Phagen erhobenen
Befunden.

Nicht geklirt werden konnte, ob es sich bei den dargestellten Strukturproteinen um Elemente des
Phagenkopfes oder —schwanzes handelt. Diesbeziigliche Aussagen wiren nur nach vorheriger
Trennung dieser Strukturanteile méglich.

In Abweichung der Ergebnisse von BOHME (16), wo die Vertreter der Podoviridae nur sehr
wenige Finzelbanden zeigten, konnten in dieser Arbeit vor allem bei fv Na5 (E) und
fv 83-554/3/3 (G) 7 bzw. 9 Banden abgebildet werden. Durch die Kiirze des Schwanzes kann
man vermuten, daf} die Grof3zahl dieser Banden Strukturproteinen des Kopfes zuzuordnen sind,

da durch dessen Aufbau die Proteine wahrscheinlich in héheren Kopienzahlen vorliegen.

5.8 Weitere Aspekte

Das Merkmal der Indolbildung aus Tryptophan, das fiir die Identifikation von Spezies innerhalb

anaerober Keime wertvoll ist, ist bei Stimmen von Fusobacterium varium unterschiedlich
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ausgeprigt, d.h. es gibt sowohl indolpositive als auch —negative Stimme. Soweit bisher bekannt
ist, tritt diese variable Reaktion bei keiner anderen Spezies von Fusobacterium auf. So produzieren
beispielsweise Stamme von F.uucleatum, necrophorum und gonidiaformans Indol, wahrend Vertreter
von F.mortiferum indolnegativ sind.

Im Rahmen der durchgefiihrten Versuche lysierten alle Phagen einschlieBlich der von BOHME
(16) beschriebenen Isolate sowohl indolpositive als auch —negative Stimme, so dal3 die
Eigenschaft der Indolbildung bzw. deren Fehlen nur im positiven Fall eine Abgrenzung zu den
indolnegativen Spezies des Genus Fusobacterium erlaubt.

Andererseits  eroffnet  sich  hierdurch  die  Moglichkeit der  Etablierung  eines
Transduktionssystemes innerhalb der Spezies F.varium mit der Indolbildung als Marker zur
sicheren Kennzeichnung (Erkennung) von Donatoren und Transduktanten indolpositiver bzw.
indolnegativer Stimme. Dies konnte im Rahmen der Fragestellungen der Arbeit jedoch nicht

weiter bearbeitet werden.

6 Zusammenfassung

Bakteriophagen mit Spezifitit fir obligat anaerobe gramnegative sporenlose Stibchen der Familie
Bacteroidaceae sind bis heute im wesentlichen nur fiir das Genus Bactervides niher erforscht. Uber
spezifische Phagen fiir das Genus Fusobacterinm liegen bisher wenig FErkenntnisse vor (HUET und
THOUVENOT (47), BRADLEY (17), TAMADA (71), BOHME (16), HOHNE (44) und
ANDREWS (10)).

Dabei handelt es sich einerseits um einen Phagen mit Spezifitit fir Fluecrophorum, der
morphologisch den Myoviridae angehort, und andererseits um je 3 Phagen mit Zugehorigkeit zu
den Podoviridae bzw. Siphovirdae und Spezifitat far F.ovarium.

Eine Zielstellung der vorliegenden Arbeit war es daher, weitere Phagen mit Spezifitat fir Stimme
des Genus Fusobacterinm und méglichst der Zugehorigkeit zu weiteren Morphotypen zu isolieren

und niher zu charakterisieren.

Dazu wurden zwei unterschiedliche Abwasserproben untersucht, aus denen die Isolierung von
neun Bakteriophagen mit ausschliesslicher Spezifitit fiur Fusobacterium varinm gelang. Die
Benennung der Bakteriophagen erfolgte in Anlehnung an ACKERMANN analog zur
Bezeichnung ihrer Wirtsstimme mit fv 8501/2, fv 81-531/2/2, fv 83-554/3/2, fv 8501/3,
fv Na5, fv 81-531/2/3, fv 83-554/3/3, fv 83-680/3 und fv 83-554/3/4. Dabei wurde dem
Umstand Rechnung getragen, dal bereits BOHME (16) fiinf Phagen auf teilweise identischen



62

Vermehrungsstimmen gefunden hatte. Den im Rahmen der vorliegenden Arbeit isolierten
Phagen wurde so in ihrer Bezeichnung eine weitere laufende Nummer gegeben. Weiterhin
wurden den 9 Phagen zur Vereinfachung Abkiirzungen in Form von GroBbuchstaben (A - I)
zugeordnet.

Die Isolierung von Phagen fir Stimme der Spezies Fusobacterium mortiferum, Fusobacterinm
necrophorum, — Fusobacterinm  gonidiaformans und 2 nicht auf Speziesebene indentifizierbare
Fusobakterien (F.speczes) gelang nicht. Nur aus dem ersten Abwasser konnte ein fiir Bactervides
fragilis HSP-40 spezifischer Phage isoliert werden.

Die elektronenoptischen Untersuchungen ergaben, dafl erstmals die Isolierung von zwei
Bakteriophagen mit Spezifitat fir Fusobacterium varium gelungen war, die mit threm dicken langen,
nicht flexiblen aber wahrscheinlich kontraktilen Schwanz dem morphologischen Typ A nach
BRADLEY (18) bzw. den Myoviridae zuzuordnen sind.

Die anderen Phagen gehorten zu den Morphotypen der Sipho- bzw. der Podoviridae, tir die bereits
in der vorhandenen Literatur Vertreter mit Fusobakterienspezifitit beschrieben sind. Mit den
Phagen fv 81-531/2/2 (B), fv 8501/3 (D) und fv 83-680/3 (H) konnten drei weitere Phagen fiir
F.varium und morphologischer Zuordnung zu den Siphoviridae gefunden werden. Erstmals war
dies BOHME 1996 ebenfalls fiir drei Phagen gelungen.

Zur Charakterisierung wurden neben den elektronenoptischen Untersuchungen zur Ermittlung
der Ultrastruktur die Bestimmungen der Plaquemorphologie, das Verhalten gegentber
Chloroform, das Lysisspektrum sowie die Analysen der Strukturproteine bzw. der Phagengenome
herangezogen.

Alle Phagen erwiesen sich als chloroformresistent. Dagegen gab es z.T. deutliche Unterschiede in
Bezug auf das plaquemorphologische FErscheinungsbild und die auf den verwendeten
Bakterienstimmen erzeugten Lysismuster.

Die Plaquedurchmesser, die insgesamt zwischen 0,5 und 5 mm lagen, schwankten auch innerhalb
dessellben Morphotypes. Allerdings bildeten die Vertreter der Podoviridae vorwiegend grol3e
Plaques bis maximal 5,0 mm. Dies kénnte mit der durch den sehr kurzen Schwanz und die damit
geringe Gesamtgrofle beglinstigte Diffuison der Phagen im Bakterienrasen begriindet werden.
Die Beobachtung der Plaquebegrenzung und die Unterscheidung triber bzw. klarer Lysis
ermoglichte bei den Sipho- und Myoviridae durch das Vorliegen eindeutiger Unterschiede innerhalb
desselben Morphotypes die Abgrenzung der einzelnen Phagen als Beleg derer Eigenstandigkeit.
Die zu den Podoviridae zihlenden Phagen fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (1) sowie die
Siphoviridae tv 81-531/2/2 (B) und fv 83-680/3 (H) stimmten hinsichtlich ihrer auf den
Bakterienstimmen erzeugten Lysismuster tUberein. Alle weiteren Phagen zeigten ein

unterschiedliches Lysisspektrum. Alle untersuchten Stimme der Spezies Fusobacterium varinm
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wurden von mindestens einem der Phagen lysiert. Der Stamm  Fusobacterium — varium
MILU 91-2641/1 wurde neben allen im Rahmen dieser Arbeit isolierten auch von denen bei
BOHME (16) gefundenen Bakteriophagen lysiert, deshalb kann man diesen Stamm als idealen
Vermehrungs- bzw. Universalindikatorstamm fir F.oarium-Phagen bezeichnen.

Die Phagen fv Na5 (E) und fv 83-554/3/3 (G) kénnten zusammen als ,,Satz diagnostischer
Phagen® zur Identifizierung von Stammen der Spezies Fusobacterium varium herangezogen werden,
da beide zusammen alle getesteten Stimme von F.varium lysisierten.

Weitere Untersuchungen miissen ergeben, inwiefern Phagen mit Spezifitit fir Fusobacterium
varimm genauso gut oder sogar besser als Indikatoren viraler Kontamination natirlich
verunreinigter Abwisser bzw. einer fikal-oralen Abwasserbelastung verwendet werden konnen,
wie es fur Bacteroides fragilis-Phagen beschrieben wurde. Die Ergebisse der vorliegenden Arbeit
weisen darauf hin.

Alle untersuchten Phagen besitzen DNS-Genome. Fur die Gesamtgroe der DNS-Molekiile
konnen Angaben zwischen 43000 und 79000 bp angenommen werden. Nicht jede Phagen-DNS
konnte durch die verwendeten Restriktionsenzyme ausreichend verdaut werden. Wie auch bei der
Untersuchung der Strukturproteine ergaben sich unter Bertcksichtigung der Zuordnung zum
jeweiligen Morphotyp zwischen einzelnen Bakteriophagen Ahnlichkeiten im Bandenmuster ohne
absolute Ubereinstimmungen. Die sichtbar gemachten Hauptstrukturproteine (Hauptbanden)
aller Phagen lagen in einer GroBlenordnung zwischen 39 und 61 kDa, in der Mehrzahl jedoch
zwischen 40 und 50 kDa.

Mit Ausnahme von fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I) war keiner der Bakteriophagen mit
einem andetren in allen untersuchten Merkmalen absolut identisch, so dal3 zusammenfassend
jeder Phage als eigene Entitit angesehen werden muB3. Gewisse Ubereinstimmungen in einzelnen
Charakteristika lassen auf bestehende verwandschaftliche Beziehungen zwischen den Phagen
schliessen.

Die Eigenschaft der Indolbildung aus Tryptophan bzw. deren Fehlen erlaubt keine Abgrenzung
zu anderen Spezies des Genus Fusobacterium, weil sowohl indolpositive als auch —negative Stimme
von den 9 Phagen dieser Arbeit wie auch von denen bei BOHME gefundenen Isolaten lysiert
wurden. Dies er6ffnet andererseits die Moglichkeit der Etablierung eines Transduktionssystems
innerhalb der Spezies F.varium mit dem Merkmal der Indolbildung als kontraselektivem Marker

zwischen indolpositiven und —negativen Stimmen.
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Thesen

Gramnegative anaerobe sporenlose Stibchen der Familie Bactervidaceae sind klinisch relevante
Erreger endogener pyogener Infektionen bei Menschen. Dabei haben neben Bactervides auch

Vetreter der Gattung Fusobacterium gro3e Bedeutung.

Bei den Bakteriophagen werden 13 morphologisch differente Familien unterschieden, wobei
etwa 96% aller bekannten Isolate zu den geschwinzten Bakterienviren gehoren. Unter diesen

unterscheidet man Myoviridae, Siphoviridae und Podoviridae.

Bakteriophagen mit Spezifitit fir obligat anaerobe gramnegative Stibchen der Familie
Bacteroidaceae sind bis heute im Wesentlichen nur fir das Genus Bacteroides naher erforscht.
Uber Phagen mit Spezifitit fiir das Genus Fusobacterium liegen bisher nur wenige Erkenntnisse

vor, hier sind nur wenige Vertreter bekannt.

Der Phage FnP1 mit Spezifitat fir F.uecrophorum gehort als einziger bekannter Vertreter seiner
Art zu den Myoviridae. Bei F.varium sind bisher insgesamt 7 Phagen beschrieben worden,

wobei fiir 6 die Morphologie bekannt ist: 3 Podoviren und 3 Siphoviren.

Aus zwei unterschiedlichen Abwasserproben konnten insgesamt 9 verschiedene Phagen mit
ausschlieBlicher Spezifitat fir Fusobacterium varium isoliert werden. Phagen fur Stimme der
Spezies Fusobacterium necrophorum, F.mortiferum, F.gonidiaformans und 2 nicht auf Speziesebene
identifizierten Fusobakterien konnten nicht nachgewiesen werden. Nur aus der 1.
Abwasserprobe gelang gleichzeitig die Isolation eines Phagen mit Spezifitit fur Bacteroides

fragilis HSP-40.

Die Bezeichnung der Bakteriophagen erfolgte nach tblicher Vorgehensweise mit den
Initialen ihres Wirtsstammes und den nachfolgenden Stammnummern als fv 8501/2,
fv 8501/3, fv 81-531/2/2, fv 81-531/2/3, fv 83-554/3/2, fv 83-554/3/3, fv 83-680/3 und
fv Na5. Dabei wurde neuen Isolaten, d.h. die bei bereits existierenden Phagen auf dem

gleichen Wirtsstimmen isoliert wurden, jeweils eine laufende Nummer nachgestellt.
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Zwei der Isolate (fv 8501/2, fv 81-531/2/3) gehorten mit ihrem ikosaedrischen Kopf und
dem langen dicken, nicht flexiblen aber wahrscheinlich kontraktilen Schwanz zum
Morphotyp der Myoviridae. Dies ist die erste Beschreibung von Phagen diesen Morphotyps
mit Spezifitit fur Fusobacterium varium. Alle anderen Isolate gehorten morphologisch zu den

bereits fir F.oarium vorbeschriebenen Sipho- bzw. Podoviridae.

Der Beitrag der Plaquemorphologie zur Phagencharakterisierung ist insgesamt begrenzt. Eine
Abgrenzung der einzelnen Phagen innerhalb eines Morphotyps war bei den Vertretern der

Myoviridae und der Siphoviridae jedoch auch mit diesem Merkmal moglich.

Alle Phagen erwiesen sich als chloroformresistent.

Alle Phagen zeigten eine strenge Speziesspezifitit bei nur gering ausgeprigter

Stammspezifitit.

Der Stamm Fusobacterium varium MLU 91-2641/1 wurde von allen im Rahmen dieser Arbeit
isolierten ebenso wie bereits von denen bei BOHME (16) gefundenen Bakteriophagen lysiert.
Deswegen kann dieser Stamm als universeller Indikatorstamm fuir F. zarium-Phagen

angesehen werden.

Ein Nutzen der isolierten Phagen koénnte in der Verwendung als diagnostisches Hilfsmittel

bei der Identifizierung von Fusobakterien mittels Lysotypie liegen.

Fir Bacteroides fragilis spezifische Phagen sind in mehrern Arbeiten als Indikatoren einer
viralen bzw. fakal-oralen Abwasserbelastung beschrieben. Phagen mit Spezifitat fiir
Fusobacterinm varinm konnten hierfiir moglicherweise genauso gut oder sogar besser geeignet

sein.

Die Untersuchung der Nukleinsiuren zeigte, dafl alle Phagen ein DNS-Genom mit einer
Gesamtgrofie zwischen 43000 und 79000 bp besitzen. Dabei wurde nicht jede Phagen-DNS
von allen verwendeten Restriktionsendonukleasen ausreichend verdaut. Mit den erzielten
Ergebnissen war eine weitere Charakterisierung der Phagen insbesondere dahingehend
moglich, dall mit Ausnahme von fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I) die

Eigenstindigkeit der Phagen bewiesen werden konnte.
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Die Strukturproteine aller 9 Phagen lagen in einer GroB3enordnung zwischen 30 und 138 kDa.
Wie bereits bei der Analyse des Phagengenoms waren mit Ausnahme der bewiesen
identischen Phagen fv 83-554/3/3 (G) und fv 83-554/3/4 (I) alle anderen auch innerhalb
desselben Morphotypes unterschiedlich, so dal3 diese als unabhingige Entititen betrachtet

werden mussen.

Moglicherweise konnen Phagen mit Spezifitit fur F. zarium in der Bakteriengenetik als
Transduktionssysteme Bedeutung erlangen. Dabei kann das Merkmal der Indolbildung zur

sicheren Unterscheidung von Donatoren und Transduktanten herangezogen werden.
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