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1. Einleitung 

 

1.1. Epidemiologie und assoziierte Erkrankungen von  S. aureus 

Staphylokokken sind runde, gram-positive, nicht-sporenbildende Bakterien 

aus der Familie der Micrococcacea. Sie sind als Besiedler der Haut und 

Schleimhäute des Nasen-Rachen-Raums weit verbreitet, allerdings als 

Infektionserreger nur bedingt pathogen [63]. Die größte humanpathogene und 

damit klinische Bedeutung kommt der koagulase-positiven Spezies 

Staphylokokkus aureus (S. aureus) zu. S. aureus bildet auf künstlichen 

Nährböden goldgelblich glänzende Kolonien, daher stammt die Bezeichnung 

aureus (lat.: golden). 

S. aureus ist ursächlich für verschiedenste akute und chronische Infektionen 

verantwortlich. Dazu zählen Lokalinfektionen, die oberflächlich-eitrig oder tief-

invasiv verlaufen, Sepsis und toxinbedingte Syndrome. Zu den oberflächlich-

eitrigen Infektionen, hervorgerufen durch S. aureus, gehören Erkrankungen 

der Haut, wie Abszesse, Furunkel, Karbunkel und Superinfektionen von 

anderen Hauterkrankungen, sowie der Hautanhangsorgane [13; 93]. 

Wundinfektionen, ausgelöst durch S. aureus, sind als postoperative 

Komplikation in der Chirurgie gefürchtet [26]. Tief-invasive Infektionen wie 

Empyeme, Osteomyelitiden, Pneumonien und Lungenabszesse gehören 

ebenfalls zum Krankheitsspektrum [63]. S. aureus gehört zudem zu den 

häufigsten Erregern, die eine Sepsis hervorrufen [7]. Eine S. aureus-Sepsis 

kann von den oben genannten primär extravasalen Herden ausgehen oder 

aber ihren Ursprung in intravasalen Herden nehmen. Dazu zählen 

intravenöse Katheter und kontaminiertes Injektionsbesteck bei i.v. 

Drogenabusus [35; 73]. Häufige Komplikation der S. aureus-Bakteriämie ist 

eine ulzerierende Endokarditis mit destruktiven Herzklappenveränderungen 

[63]. Im Anschluss an Infektionen mit Exfoliativtoxin-bildenden S. aureus-

Stämmen kann sich bei Neugeborenen das schwere Staphylococcal-Scaled-

Skin-Syndrom (SSSS) ausbilden. Die systemische Ausbreitung dieses Toxins 

führt zu einer blasigen Ablösung der gesamten Haut [52; 53]. Eine weitere 

schwerwiegende toxinbedingte Erkrankung ist das Toxic-Shock-Syndrom 
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(TSS), hervorgerufen durch TSST-1 bildende S. aureus-Stämme [47; 59]. 

Meist weniger gefährlich, jedoch umso häufiger, sind 

Nahrungsmittelvergiftungen: Enterotoxine in Nahrungsmitteln, von 

bestimmten S. aureus-Stämmen produziert, können zu akuter, meist 

selbstlimitierender Gastroenteritis führen [54]. Prädisponierend für S. aureus-

Infektionen sind eine geschwächte Immunabwehr, wie sie bei Diabetes 

mellitus, Dialysepflichtigkeit oder medikamentöser Immunsuppression 

vorkommt, Verletzungen und Wunden, Fremdkörper oder bestimmte 

Infektionen, z.B. mit Influenza-A-Viren [63]. 

S. aureus-Infektionen sind zum einen exogen bedingt. Als exogene 

Infektionsquelle dienen hierbei kontaminierte Gegenstände und nicht-

desinfizierte Hände sowie die aerogene Übertragung durch Tröpfchen beim 

Sprechen und Niesen über einer ungeschützten Wunde [55]. Zum anderen 

kann es sich bei S. aureus-Infektionen um endogene Infektionen, ausgehend 

vom Nasen-Rachen-Raum, handeln [11; 104]. In beiden Fällen kommt der 

Übertragung der Bakterien durch die Hände des Pflege- und ärztlichen 

Personals eine erhebliche Bedeutung zu. Laut Studie sind ca. 20 % der 

Bevölkerung ständige und 60 % intermittierende symptomlose Träger von 

S. aureus im vorderen Nasenraum [46].  

 

1.2. S. aureus bei Patienten mit Cystischer Fibrose 

Bei der autosomal-rezessiv vererbten Stoffwechselerkrankung Mukoviszidose 

(Cystische Fibrose, CF) kommt es aufgrund von Mutationen zu einem Defekt 

in cAMP-abhängigen Chloridkanälen. Dies führt zur Bildung von zähflüssigem 

Schleim in allen exokrinen Drüsen. Der zähe, schwer abhustbare Schleim im 

Bronchialsystem von CF-Patienten bietet einen optimalen Nährboden für die 

Kolonisation von S. aureus [67]. Rezidivierende und chronische 

Atemwegsinfektionen, ausgelöst durch S. aureus und andere Pathogene, wie 

z.B. Pseudomonas aeruginosa, sind bei diesen Patienten eine sehr häufige 

Komplikation. Sie sind auch nach Einführung der antimikrobiellen Therapie 

die Hauptursache für die Morbidität und verkürzte Lebenserwartung von 

Patienten mit CF [36]. Bei Mukoviszidose-Patienten konnte nachgewiesen 
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werden, dass die S. aureus-Stämme in der Nase mit solchen  im Sputum in 

der Regel identisch sind [32]. Außerdem wurde gezeigt, dass im eingedickten 

Schleim des Bronchialsystems von CF-Patienten anaerobe Bedingungen 

herrschen können. Diese begünstigen Infektionen mit P. aeruginosa [117].  

 

 

1.3. Antibiotika und S. aureus 

Besondere Aufmerksamkeit kommt dem Erreger deshalb zu, weil mittlerweile 

multiple Antibiotikaresistenzen bekannt sind. Über 80 % aller Stämme im 

Krankenhaus bilden Penicillinase und sind daher gegen Penicillin und die 

meisten seiner Derivate resistent. Seit 1962 sind methicillinresistente 

S. aureus-Stämme, so genannte MRSA-Stämme, bekannt, die gegen alle ß-

Laktamantibiotika resistent sind. Seither wurde eine dramatische Zunahme 

von Infektionen mit MRSA beobachtet [40; 81]. Waren MRSA-Infektionen 

lange ein nosokomiales Problem, so treten jetzt vermehrt MRSA-Fälle auch 

außerhalb der Krankenhäuser auf (sog. community aquired S. aureus, 

cMRSA) [76; 114]. Auch cMRSA stellen aufgrund ihres Potentials, sich 

unkontrolliert innerhalb von Haushalten auszubreiten, und ihrer Fähigkeit, 

schwerwiegende Haut- und Lungeninfektionen hervorzurufen, ein nicht zu 

unterschätzendes Problem dar [43]. Die Fähigkeit zur epidemischen 

Ausbreitung einiger MRSA-Stämme und ihre hohe Pathogenität lassen 

vermuten, dass sie spezielle, bis jetzt noch nicht bekannte 

Virulenzdeterminanten aufweisen [63]. 

Auch gegen Nicht-Betalaktam-Antibiotika (z.B. Aminoglykoside, Gyrase-

hemmer, Makrolide) ist S. aureus zunehmend resistenter geworden und 

Parallelresistenzen treten vermehrt auf [48]. Gegen diese multiresistenen 

S. aureus-Stämme sind oft nur noch i.v.-Reserveantibiotika wie die 

Glykopeptide (z.B. Vancomycin) einsetzbar. Jedoch wurden auch schon Fälle 

von Vancomycinresistenz beobachtet, womit die Grenze der verfügbaren 

Präparate erreicht wäre [101]. 

Aus diesem Grund sind Überlegungen, Bakteriophagen als antimikrobielle 

Medikamente in der Behandlung von Infektionen einzusetzen, wieder aktuell. 
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Schon in den 30er-Jahren des letzten Jahrhunderts wurden Phagenpräparate 

eingesetzt. Nach Auftreten der Antibiotika rückte jedoch diese Form der 

Infektionsbehandlung in den Hintergrund [72]. Um Phagen als sicheres 

Medikament einsetzten zu können, ist es notwendig ein tieferes Verständnis 

über die Phagenbiologie und die Interaktion von Phagen mit ihren bakteriellen 

Wirten in vivo zu erlangen. 

 

 

1.4. Virulenzfaktoren von S. aureus 

S. aureus verfügt über eine Vielzahl von extrazellulären (Enzyme, 

Hämolysine, Toxine) und zellassoziierten Faktoren, die es ihm ermöglichen, 

den Wirt zu besiedeln und zu infizieren. Hier sollen nur für diese Arbeit 

wichtige Faktoren näher erwähnt werden. 

Ein extrazellulärer Faktor des S. aureus ist das β-Hämolysin (Hlb, kodiert 

durch hlb), auch Beta-Toxin genannt. Das Hlb ist eine Mg2+-abhängige 

Sphingomyelinase (Phospholipase C), deren membranschädigende Aktivität 

vom Sphingomyeligehalt der jeweiligen Zellen abhängt. So sind Erythrozyten 

von Rindern und Schafen aufgrund des hohen Sphingomyelingehaltes in der 

Zellmembran gegenüber dem Hlb empfänglicher als menschliche 

Erythrozyten [75]. Auf Rinderblutagar bilden S. aureus-Stämme mit aktivem 

hlb einen charakteristischen doppelten Hämolysehof, der erst bei niedrigeren 

Temperaturen deutlich zum Vorschein kommt (Abb. 1).  

 

 
Abbildung 1: 
Hlb-positive (Pfeil) und Hlb-negative S. aureus Kolonien auf einer Rinderblutplatte. 
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Die alleinige Wirkung des Hlb ist dabei nicht ausreichend, um eine Lyse der 

Zellen hervorzurufen. Ein weiterer destabilisierender Faktor, wie der Abfall 

der Temperatur unter 10° C, ist hierzu nötig (heiß- kalt Hämolyse) [100; 110]. 

Die Bedeutung von Hlb als Virulenzfaktor neben seiner hämolytischen 

Fähigkeiten ist noch weitgehend unklar. Es konnte jedoch gezeigt werden, 

dass das Hlb die Chemotaxis von menschlichen Monozyten inhibiert und 

zytotoxisch auf Leukozyten wirkt [68; 91; 105]. Auch konnte eine intrinsische 

Wirkung des Beta-Toxins nachgewiesen werden. Es aktiviert die 

Sphingolipid-Signalkaskade, was in der Apoptose der Zelle endet [38]. Auf 

Grund der weit verbreiteten Bakteriophageninsertion im hlb-Gen durch 

Phagen, wie Φ13 [17], exprimieren die Mehrheit (ca. 80 %) der menschlichen 

S. aureus-Isolate das Hlb jedoch nicht [39; 82; 103]. Viele der hlb-

inserierenden Phagen kodieren aber für weitere Virulenzfaktoren. 

Ein solcher hlb-phagenkodierter Virulenzfaktor ist die Staphylokinase (Sak, 

kodiert durch sak). Sie aktiviert indirekt Plasminogen durch Bildung eines 

Plasminogen-Staphylokinase-Komplexes [56]. Durch das entstehende 

Plasmin kommt es zur Fibrinolyse. Weitere Virulenzfaktoren, die auf hlb-

Phagen kodiert sind, sind Enterotoxine [18; 37], das Chemotaxis-

inhibierendes Protein CHIPS (Gen chp) [23] und das kürzlich beschriebene 

Antiphagozytose-Protein SCIN (Gen scn) [90]. 

 

 

1.5.  Bakteriophagen 

Bakteriophagen (Phagen) sind obligate Zellparasiten, deren Wirtszelle das 

Bakterium ist und die nur eine bestimmte Bakterienart befallen. Grundsätzlich 

bestehen S. aureus-Bakteriophagen aus einem Kopf, welcher die 

Nukleinsäure (Doppelstrang-DNA) enthält, einem Schwanz, Schwanzplatte 

und –fasern, die zur Adsorption an die Wirtszelle nötig sind (sog. T-Phagen). 

Der Phage heftet sich an die Zelloberfläche des Bakteriums (Adsorption) und 

injiziert die Nukleinsäure (Penetration). 
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Man unterscheidet lytische von lysogenen (temperenten) Phagen. Lytische 

Phagen replizieren sich nach Injektion ins Bakterium sofort, werden 

transkribiert und translatiert, zu neuen Phagenpartikeln zusammengesetzt 

und unter Lyse der Zelle freigesetzt. In der ersten Phase der 

Phagenreplikation wird dabei die ringförmige Phagen-DNA nach dem 

Schema der bidirektionalen Replikation vervielfacht. Es entstehen ca. 50 

Nachkommen-DNA-Ringe. In der zweiten Phase der Replikation wird weiter 

DNA nach dem Mechanismus des „rollenden Ringes“ (rolling circle) 

produziert [25]. Das Besondere an diesem Mechanismus ist die Produktion 

langer End-zu-End verknüpfter Moleküle, die oft bis zu acht einheitlich lange 

DNA-Moleküle umfassen. Man nennt diese langen DNA-Formen 

Concatemere. Die Bildung der Concatemere ist die Voraussetzung für den 

abschließenden Vorgang der Bildung der Phagennachkommen. Der leere 

Phagenvorkopf wird mit der DNA befüllt und eine Endonuklease schneidet die 

übrige concatemere Phagen-DNA ab. 

Wird die injizierte DNA dagegen nicht sofort repliziert, sondern ins bakterielle 

Chromosom integriert (Phagenintegration oder -insertion), so spricht man von 

Lysogenität (siehe Abb. 2). Ein Phage im lysogenen Zustand wird Prophage 

genannt, das befallene Bakterium ist ein Lysogen. Die Phageninsertion 

geschieht durch homologe Rekombination über die so genannten attP-Stellen 

im Phagengenom bzw. attB-Stellen im Wirtsgenom (attachment-sites).  

Bei Teilung der Bakterienzelle wird das Chromosom mit dem enthaltenen 

Prophagen repliziert und an die Tochterzellen weitergegeben. Man spricht 

von vertikaler Phagentransmission. Tritt der Prophage wieder ins lytische 

Stadium ein (Induktion), so verlässt er das bakterielle Chromosom 

(Phagendeletion oder -exzision), die DNA wird repliziert und neue Phagen 

werden gebildet. Der Prophage kann spontan oder durch Induktion mit 

physikalischen oder chemischen Noxen in das vegetative Stadium 

zurückkehren. Die freigesetzten Phagen können wiederum andere 

Bakterienzellen infizieren (sog. horizontaler Phagentransfer). Diese beiden 

alternativen Infektionswege von temperenten Phagen wurden zuerst und im 

Detail am λ-Phagen des Escherichia coli-Bakteriums (E. coli) untersucht [25]. 
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Abbildung 2: 
Lebenszyklus eines lysogenen Phagens. Erläuterungen siehe Text. 
 
Welchen Weg ein temperenter Phage nach Infektion einer Bakterienzelle 

einschlägt hängt von den Wachstumsbedingungen des Bakteriums ab. Sind 

die Wachstumsbedingungen schlecht, z.B. unter Nährstoffmangel, so wird der 

lysogene Infektionsweg bevorzugt [25; 115]. Ebenso spielt die Anzahl an 

infizierenden Phagen eine Rolle [25]. 

Viele Prophagen besitzen die Fähigkeit, den Phänotyp ihres Wirts zu 

verändern (konvertierende Phagen). Man spricht von positiver lysogener 

Konversion wenn der Phage nicht nur für Gene kodiert, die eine virale, 

sondern auch eine bakterielle Funktion ausüben, z.B. Antibiotika-

resistenzgene oder Virulenzgene. Diese werden während des lysogenen 

Stadiums des Prophagen vom Bakterium exprimiert. Von negativer lysogener 
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Konversion spricht man hingegen, wenn durch die Phageninsertion in ein 

funktionelles bakterielles Virulenzgen dieses unterbrochen wird. 

 
Im lysogenen Stadium wird die Expression von lytischen Genen durch ein 

virales Genprodukt, dem sog. Repressor, unterdrückt. Bei dem E. coli-

Phagen λ handelt es sich um das Protein CI, oder Lambda-Repressor. CI 

blockiert den lytischen Weg und stabilisiert somit den lysogenen Zustand. 

Jeder lysogene Phage unterdrückt spezifisch nur die Expression der eigenen 

DNA, nicht der DNA von anderen Phagenarten, was das Wirtsbakterium 

gegen Superinfektionen mit demselben Phagen immun macht. DNA-

schädigende Ereignisse oder Einflüsse, die eine Replikation der DNA 

hemmen und zur Bildung von ssDNA führen, bewirken eine zelluläre Antwort, 

die sog. SOS-Antwort [62], welche dazu dient, die DNA zu reparieren und die 

Replikation wiederherzustellen [19]. Das SOS-System beinhaltet die Proteine 

LexA und RecA. Während des normalen Zellwachstums hemmt LexA als 

Repressor ein Set von ca. 40 Genen (sog. SOS-Gene), während RecA erst 

durch Bindung an ssDNA aktiviert wird [111]. Das aktivierte RecA katalysiert 

die proteolytische Spaltung von LexA, welches auf diesem Wege inaktiviert 

wird und somit seine hemmende Wirkung auf die SOS-Gene verliert [60]. Der 

Phage λ hat sich dieses System seines Wirtes zu Nutze gemacht, um CI zu 

inaktivieren. Enthält die Zelle den λ-Prophagen, so wird dessen CI ebenfalls 

durch das aktivierte RecA gespalten und verliert seine Repressor-Funktion 

auf lytische Phagengene. Somit wird der Phage induziert. Die Spaltung des λ-

Repressors CI geschieht dabei viel langsamer als die von LexA, was 

sicherstellt, dass die Prophageninduktion nur in Zellen geschieht, die die 

vorangegangene DNA-Schädigung wahrscheinlich nicht überleben werden 

[60]. 

Das als Zytostatikum eingesetzte Mitomycin wird wegen seiner starken DNA-

schädigenden Wirkung und somit starkem induzierenden Effekt als 

klassisches Agens zur Prophageninduktion herangezogen. Die induzierende 

Wirkung von Mitomycin ist dabei konzentrationsabhängig [97]. 
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Der Übergang vom lysogenen Stadium des Prophagens in das lytische 

geschieht in geringem Maße auch ohne induzierende Faktoren, die sog. 

spontane Induktion. Dies wird damit erklärt, dass auch ohne äußere Einflüsse 

in einer geringen Anzahl von Bakterien spontane DNA-Schäden auftreten, 

z.B. durch Oxidation von DNA-Basen [20] und damit eine RecA-Aktivierung 

stattfindet [61]. 

 

 

1.6. Einflüsse auf die Phageninduktion 

Es zeigte sich für verschiedene Spezies, dass Phagen während der Infektion 

induziert werden können [106]. Dabei spielen exogene (z.B. Antibiotika) und 

endogene Faktoren eine Rolle:  

In einer Studie mit Shigatoxin-produzierenden E. coli (STEC) konnte gezeigt 

werden, dass eine Ciprofloxacingabe bei Mäusen, infiziert mit STEC, zwar zu 

einer Reduktion der Bakterienzahl im Fäzes führt, jedoch auch zu einer 

erhöhten Konzentration von freiem Shigatoxin und damit zusammenhängend 

zu einer erhöhten Sterblichkeit der Mäuse. Dies ist auf eine vermehrte 

intraintestinale Induktion und Transfer des Shigatoxin-tragenden Phagen von 

einem E. coli zum andern zurückzuführen [120]. Für Mitomycin und die 

klinisch eingesetzten Antibiotika Ciprofloxacin und Trimethoprim konnte 

in vitro eine erhöhte Produktion von Shigatoxin nachgewiesen werden 

[44; 45; 77; 112; 118]. Patienten, die im Rahmen einer Krebserkrankung mit 

Mitomycin C behandelt wurden, erkrankten an HUS, einer schwerwiegenden 

Komplikation der STEC-Infektion, die auf eine hohe Toxinproduktion 

zurückzuführen ist [1; 112]. Als klinische Konsequenz sollte daher im Falle 

einer Infektion mit STEC auf die Therapie mit phageninduzierenden 

Antibiotika verzichtet werden [45; 120]. 

Neben diesen exogenen Induktoren konnten auch einige endogene Faktoren 

identifiziert werden, die während einer Infektion zur Induktion von 

Bakteriophagen führen. Dazu zählen von Leukozyten gebildete radikale 

Sauerstoffspezies (ROS) [106] und das von neutrophilen Granulozyten 

gebildete H2O2 [107].  
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Daneben wurde kürzlich ein löslicher phageninduzierender Faktor aus 

humanen pharyngealen Epithelzellen beschrieben, der bei Kokultur von 

Streptokokkus pyrogenes (S. pyrogenes) mit diesen Zellen zur Induktion 

eines DNase-kodierenden Phagen führt [9]. Von derselben Arbeitsgruppe 

konnte in einem Mausmodell für die Streptokokken-Besiedlung ein Transfer 

temperenter Phagen zwischen S. pyrogenes-Stämmen nachgewiesen 

werden [8].  

 

 

1.7. Rolle der Phagen in der Virulenz von Bakterien  

Die Anpassung eines Bakteriums an die Gegebenheiten im Wirt, der 

Übergang von symptomloser Trägerschaft zur krankmachenden Infektion und 

die unterschiedlichen umschriebenen Erkrankungen, hervorgerufen durch 

einzelne Stämme, erfordern genetische Variationen im Bakterium. Durch 

Microarray-Analysen [28] und Genomsequenzierungen [51] von S. aureus-

Isolaten verschiedener Herkunft wurde gezeigt, dass die genetische 

Variationen zwischen verschiedenen Stämmen erheblich sind, wobei ca. 

20 % des Genoms aus stammspezifischen Genbereichen besteht. Diese 

stammspezifischen Regionen kodieren u. a. auch für verschiedene Virulenz- 

und Resistenzdeterminanten und sind zum großen Teil auf potentiell mobilen 

Elementen (Transposons, Pathogenitätsinseln, Phagen) lokalisiert. Da 

S. aureus als nicht kompetent für die Transformation (Aufnahme freier DNA) 

angesehen wird, sind Phagen wahrscheinlich die primären Vektoren des 

horizontalen Gentransfers und somit als wesentlich für die innerartliche 

Diversifikation anzusehen. 

Auf den Beitrag der Bakteriophagen zur Pathogenität ihrer bakteriellen Wirte 

wiesen schon 1927 Versuche an Streptokokken hin, als Frobisher und Brown 

zeigten, dass nicht-toxinbildende Streptokokken, die dem Überstand von 

toxinbildenden Streptokokken-Kulturen ausgesetzt waren, die Fähigkeit 

erlangten, das Scharlachtoxin zu produzieren [29]. Heute weiß man, dass der 

Überstand Bakteriophagen enthielt, die für das Scharlachtoxin kodierten, und 

dass hier der Vorgang der Transduktion, also des Transfers von genetischem 
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Material in eine Bakterienzelle durch Phageninfektion, beschrieben worden 

war [106]. Zu den bekanntesten phagenkodierten Toxinen gehören die 

Diphtherie-, Shiga- und Choleratoxine. Aber nicht nur Toxine, sondern auch 

andere Virulenzfaktoren, wie z.B. einige Regulationsfaktoren, die die 

Expression von bakteriell kodierten Genen steigern [98], Oberflächenproteine, 

welche die Adhäsion vermitteln, und Invasine sind phagenkodiert [99]. 

 

 

1.8. Phagen des S. aureus 

Für S. aureus sind mehrere Phagen bekannt, jedoch gibt es noch wenig 

Wissen über deren Eigenschaften und Lebenszyklus. 

Bakteriophagen eignen sich zur Typisierung von Bakterien. Hierbei werden 

Stämme aufgrund ihrer Empfindlichkeit gegenüber einem international 

verwendeten Phagenbasissatz, bestehend aus 23 Phagen, bestimmten 

Phagengruppen zugeordnet [84]. Heute treten jedoch molekulare 

Typisierungsmethoden in den Vordergrund. Die Phagen von S. aureus 

gehören vorwiegend zu den Siphoviridae, der serologischen Gruppen A, B 

und F und sind weit verbreitet. Die Genomgröße der S. aureus-Phagen 

beträgt ca. 45-60 kbp [74]. Für die Forschung auf dem Gebiet des S. aureus 

dient der Stamm 8325 mit drei temperenten Phagen und der phagenfreie 

Stamm 8325-4. Sowohl der Stamm als auch die Phagen sind sequenziert und 

analysiert [18; 37; 79; 82]. Der Stamm 8325 trägt die Phagen Φ11, Φ12 und 

den in dieser Arbeit verwendeten Φ13 [37].  

Über die Bedeutung von Phagen für die Pathogenese von S. aureus ist erst 

wenig bekannt. Goerke et al. konnten zeigen, dass es während der 

chronischen Lungeninfektion bei Patienten mit CF im Vergleich zur 

Kolonisation der Nase Gesunder häufiger zu Genomveränderungen, 

vorwiegend aufgrund von Phagenmobilisierung, kommt [33]. Es gilt als 

gesichert, dass auch bei der Induktion von S. aureus-Phagen das SOS-

System eine Rolle spielt [15]. In einer Arbeit fanden Goerke et al. heraus, 

dass beim Phagen Φ13 eine erhöhte Induktion mit einer vermehrten 

Transkription von recA einhergeht [31]. Einige Arbeiten deuten darauf hin, 
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dass wie bei dem E. coli-Phagen λ auch hier Antibiotika bei der Induktion eine 

Rolle spielen. Ciprofloxacin wirkt antibakteriell durch die Hemmung der DNA-

Gyrase und einer damit verbundenen Blockierung der Replikationsgabel, was 

zu einer SOS-Antwort und nachfolgender Phageninduktion bei S. aureus führt 

[15; 31; 85]. Trimethoprim hemmt die Dihydrofolsäure-Reduktase und 

verhindert somit die Bildung der Base Thymin, wodurch ebenfalls die DNA-

Replikation gestört wird. Auch Trimethoprim weist eine induzierende Wirkung 

auf S. aureus-Phagen auf [31]. Für ß-Laktamantibiotika (Ampicillin und 

Penicillin, und das bei S. aureus-Infektionen eingesetzte Ceftriaxon und 

Cloxacillin) konnte ebenso gezeigt werden, dass diese die SOS-Antwort 

beeinflussen und die Phagenreplikation stimulieren [66]. 

Beispiele für die oben beschriebene positive Konversion sind bei S. aureus 

die Toxine Staphylokinase (Sak) [18], Enterotoxin A (Sea) [5] und das 

Exfoliativtoxin (Eta) [119]. Für die negative Konversion sind Phagen bekannt, 

deren Integrationsstellen (bacterial attachment sites, attB) in den Genen geh 

(Lipase) und hlb (Beta-Hämolysin) liegen. Die in das hlb-Gen integrierenden 

Phagen sind ungewöhnlich weit verbreitet und bei ca. 80 % aller humanen 

S. aureus-Stämme vorhanden. Ein Beispiel für einen negativ Hlb-

konvertierenden Phagen ist der in dieser Arbeit verwendete Phage Φ13 [17]. 

Dieser Phage zeigt neben einer negativen Hlb-Konversion auch eine positive 

Konversion für Sak [16], CHIPS [103] und SKIN. 

 

 

1.9. Phagentransfer und Phagenresistenz 

Phagen sind in der Lage nach Verlassen der Wirtszelle andere 

Bakterienzellen zu infizieren und somit genetisches Material zu verbreiten. 

Dieser Phagentransfer geschieht in einem so großen Umfang, dass 

Bakteriophagen möglicherweise als die wichtigste treibende Kraft in der 

zellulären Evolution angesehen werden müssen. Sie sind der hauptsächliche 

Vektor für den horizontalen Genaustausch in der Umwelt [27; 108]. 

Phagentransfer geschieht jedoch nicht ungehindert. Nicht alle Bakterien 

lassen sich von Phagen infizieren. Einige Bakterien sind auch in der Lage 
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Phagen abzuwehren. Vier grundsätzliche Mechanismen die zu einer 

Resistenz gegenüber Bakteriophagen führen sind bekannt. 

 

 

1.9.1. Inhibition der Adsorption 

Um Bakterienzellen infizieren zu können, müssen Phagen ihre Wirtszelle 

erkennen und daran binden (Adsorption). Dies ist ein spezifischer Vorgang. 

Proteine auf der Phagenoberfläche (Rezeptorbindungsproteine) binden 

spezifisch an Moleküle oder Rezeptoren auf der Oberfläche der jeweiligen 

Wirtszelle [57]. Bei gram-positiven Bakterien dienen Oberflächen-

Polysaccharide als Phagenrezeptoren [102]. Für S. aureus wurden die 

Zellwandbestandteile Teichonsäure (WTA, wall teiconic acid) und 

Peptidoglycan als Bestandteile des Phagenrezeptors identifiziert [12]. 

Peschel et al. konnten zeigen, dass WTA-Mutanten von S. aureus gegenüber 

Phagen resistent werden (persönliche Mitteilung). 

Der wirkungsvollste Mechanismus über den Bakterien verfügen, um Phagen 

abzuwehren, ist die Verhinderung der Adsorption von Phagen an der 

Bakterienwand. Dies geschieht durch Mutationen im Phagenrezeptor 

(Beispiel E. coli: [113], S. aureus: [94]) oder durch Produktion von 

Polysacchariden als Kapsel, welche verhindern, dass der Phage an seinen 

eigentlichen Rezeptor gelangt [21; 116]. 

Jedoch haben Bakteriophagen Strategien entwickelt, diese Barriere zu 

umgehen. Einige Phagen benutzen diese Polysaccharide als eigentliche 

Rezeptoren. Zudem ermöglichen virusgebundene Depolymerisationsenzyme 

es einigen Phagen, durch die Polysaccharidkapsel zu penetrieren [4]. 

 

 

1.9.2. Blockierung der Phagen-Penetration 

Für Lactokokken-Phage Φc2 konnte gezeigt werden, dass dieser zwar an 

seinen Rezeptor adsorbieren kann, jedoch die Penetration der Phagen-DNA 

durch die Bakterienzellwand blockiert wird [30] 
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1.9.3. Restriktions-Modifikations-System (R/M-Syste m) 

Ein weiterer Weg, mit dem Bakterien die Aufnahme von Fremd-DNA und 

somit auch die Aufnahme von Phagen kontrollieren, ist das Restriktions-

Modifikations-System (R/M-System) [78]. Bakterien nehmen verhältnismäßig 

bereitwillig DNA auf. Die aufgenommene DNA bleibt intakt und kann ihre 

genetische Funktion ausüben, wenn sie von der gleichen Bakterienart 

stammt. Dagegen wird artfremde DNA bald nach dem Eindringen durch 

Enzyme (Restriktionsnukleasen) abgebaut und zerstört (Restriktion). Diese 

Enzyme erkennen kurze Nukleotidfolgen und schneiden die DNA an diesen 

Erkennungssequenzen oder an entfernt gelegenen zufälligen Stellen. Die 

arteigene DNA ist gegen den Abbau durch Restriktionsnukleasen durch eine 

Markierung geschützt (Modifikation). Diese Markierung besteht aus einer 

Methylierung von Nucleotiden in der jeweiligen Erkennungssequenz. Das 

Typ I R/M-System besteht aus einem Hauptenzym, einem Protein aus 3 

Untereinheiten, kodiert durch die Gene hsdS, hsdM und hsdR (hsd steht für 

„host specificity for DNA“). Es ist ein multifunktionales Enzym. Es katalysiert 

sowohl die Restriktions- als auch die Modifikationsreaktion [6]. Waldron et al. 

beschrieben das Sau1 Typ I Restriktions-Modifikations-System bei 

S. aureus [109]. Dieses System blockiert die Aufnahme von Fremd-DNA in 

S. aureus und den horizontalen Gentransfer zwischen verschiedenen 

S. aureus-Stämmen.  

Phagen haben aber auch hier eine Vielzahl an Strategien entwickelt, um 

diesem R/M-System zu entgehen (Antirestriktionsmechanismen). Dazu 

gehören Modifikation der Phagen-DNA durch phagenkodierte Modifikations-

enzyme, eine niedrige Frequenz an Restriktionsstellen und die Produktion 

von Proteinen, die eine oder mehrere Komponenten des R/M-Systems 

beeinträchtigen [6, 50].  
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1.9.4. Phagenausschluss-Enzyme (abortive Infektions systeme, ABIs) 

Viele parasitische DNA-Elemente, zu denen auch die Prophagen zählen, 

synthetisieren Proteine, die die Wirtszelle töten, nachdem sie mit einem 

anderen Phagen infiziert wurde. Sie blockieren somit die Vermehrung und 

Verbreitung der infizierenden Phagen auf weitere Bakterienzellen und 

ermöglichen somit das Überleben der Bakterienpopulation und damit ihr 

eigenes Fortbestehen [96]. Das bekannteste dieser Phagenausschluss-

Systeme ist das Rex-System beim λ-Phagen von E. coli. Man nimmt an, dass 

das phagenkodierte Protein RexA durch einen DNA-Protein-Komplex aktiviert 

wird, der entsteht, nachdem ein anderer Phage die Zelle infiziert hat. Das 

aktivierte RexA aktiviert seinerseits das RexB-Protein. Beim RexB-Protein 

handelt es sich wahrscheinlich um einen Kationenkanal, durch dessen 

Aktivierung es zur Aufhebung des Membranpotentials kommt und somit zum 

Untergang der Zelle [96]. Diese abortiven Infektionssysteme sind weit 

verbreitet. Z.B. wurden für das Bakterium Lactococcus lactis 20 solcher 

Systeme identifiziert [14]. 

 

Diese vier grundsätzlichen Mechanismen der Phagenresistenz wurden im 

Detail an Laktokokken und E. coli untersucht. Zu Phagenresistenz-

mechanismen bei S. aureus ist jedoch wenig bekannt. Es wird angenommen, 

dass es keine phagenspezifschen Rezeptoren gibt, da offensichtlich alle 

Phagen an alle S. aureus-Stämme adsorbieren [79; 83; 84]. Die 

Phagenresistenz wird daher wahrscheinlich durch eine bisher wenig 

verstandene Phagenimmunität lysogener Stämme und/oder durch 

stammspezifische Restriktions-Modifikationssysteme vermittelt. 
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1.10. Ziele dieser Arbeit 

Mit der Entdeckung, dass viele Virulenzfaktoren phagenkodiert sind, wurden 

Bakteriophagen intensiv auf ihren Lebenszyklus und Faktoren, die diesen 

Zyklus beeinflussen, hin untersucht. Vor allem über den Lebenszyklus des 

lysogenen E. coli-Phagen λ und der Faktoren, welche diesen beeinflussen, ist 

viel bekannt. S. aureus-Phagen wurden dahingegen jedoch wenig erforscht. 

Ziel dieser Arbeit war es, einzelne Stadien im Lebenszyklus des lysogenen 

S. aureus-Phagen Φ13 unter verschiedenen infektionsrelevanten 

Bedingungen zu untersuchen.  

Dabei sollte die Frequenz der induzierten und der extra-chromosomal 

replizierten Phagen unter diesen Bedingungen mit einer Real-Time-PCR-

Strategie bestimmt werden. Zudem sollte untersucht werden welchen Einfluss 

diese Bedingungen auf den Transfer von Φ13 zwischen zwei verschiedenen 

S. aureus-Stämmen haben. Neben diesen in vitro-Versuchen sollte der 

Phagentransfer auch im Mausmodell untersucht werden. Eine weitere 

Fragestellung dieser Arbeit war es, den Phagen Φ13 auf seine Fähigkeit hin 

zu untersuchen, verschiedene S. aureus-Stämme zu lysogenisieren. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1. Chemikalien 

Agarose, Low melting point  Biozym, Hess. Oldendorf 

Anhydrotetracyclin hydrochlorid (AHT) IBA, Göttingen 

Brij 58      Serva, Heidelberg 

BSA      Roche, Mannheim 

Ciprofloxacin     Ciprobay 100, Bayer AG 

Digoxigenin labeling and detection kit Roche, Mannheim 

EDTA      Merck, Darmstadt 

EGTA      Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid    Serva, Heidelberg 

Glycerin     Merck, Darmstadt 

Lab lemco powder    Oxoid, Unipath LTD, Hampshire 

Laurylsarcosin    Sigma, München 

Mitomycin C     Sigma, Osterode 

Trimethoprim  (TMP)   Invitrogen, Karlsruhe 

TBE       Invitrogen, Karlsruhe 

TSB      Oxoid, Wesel 

SuRE/Cu Buffer A    Roche, Mannheim 

LightCycler SYBR-DNA-Kit    Roche, Mannheim 

LightCycler DNA Master SYBR Green I Roche, Mannheim 

 

Enzyme 

Lysostaphin     Ambi products LLC, NY, USA 

Proteinase K     Sigma, München 

SmaI      Roche, Mannheim 

 

Molekulargewichtstandard 

Col      S.aureus- Stamm Col 
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2.2. Materialien 

AnaerokultR A    Merck, Darmstadt 

Gußkammern    Biorad, München 

Nylonmembran    Roche, Mannheim 

Silica Beads, 0,1mm   BioSpec, USA 

Sterilfilter 0,45 µm     Sartorius, Göttingen 

QIAshredder Mini Column   Qiagen, Hilden 

24-Well-Platte (TC-Platte-24-Well) Greiner Bio-one, Frickenhausen 

96-Well-Platte (Micro-Platte)  Greiner Bio-one, Frickenhausen 

 

2.3. Geräte, Programme 

PCR-LightCycler-Gerät   Roche, Mannheim 

Photometer     Milton Roy, USA 

Photometer     Pharmacia LKB ultrospec III 

Zentrifuge     Sigma, 3K30, Osterode 

Zentrifuge     Eppendorf, Hamburg  

Shaker Fast Prep     Savant, Bio101 

WINCAM 2.0      Cybertech, Berlin 

 

 

2.4. Medien und Stammlösungen 

TSA    15 g Agar auf 1 l TSB   

TSB     30 g TSB für 1 l  

1 x TE  (pH 7,4)  10 mM Tris (pH 7,4), 1 mM EDTA (pH 8,0)  

CaCl2 –TSA-Platten  100 mM CaCl2 auf 500 ml TSA 

Lysepuffer (PFGE)  50 ml Tris, 100 mM EDTA, 1 M NaCl, 0,5 % Brij 

    58, 0,2 % Na-Desoxycholat, 0,5 %Lauroylsarcosin, 

    mit dest. H2O auffüllen, pH 7,6, autoklavieren 

Proteolysepuffer  0,25 M EDTA, 20 mM EGTA, 1 % Laurylsarcosin 

    pH 9,0 

1 x PBS   7 mM Na2HPO2, 130 mM NaCl, pH 7,4 
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Phagenpuffer  1 mM MgSO2, 4 mM CaCl2, 50 mM Tris (pH 7,8),  

    5,9 g/l NaCl, 1 g/l Gelatine autoklavieren 

NB2- CaCl2 –Platten Lab-lemco-powder 10 g/l, Peptone 10 g/l,  

    NaCl 5 g/l mit dest. H20 auf 975 ml 100 mM CaCl2, 

    pH 7,5 hinzugeben. 

Einfriermedium  TSB und Glycerin im Verhältnis 3:1 

Phagentopagar  3 g casamino acid, 3 g Hefeextract, 5,9 g NaCl, 

    7,5 g Agar auf 1 l + Na-Citrat 

TSA-Top-Agar (Softagar) 7,5 g Agar, 30 g TSB auf 1 l  

Waschlösung  10 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 10 mM EGTA, 1 M 

    NaCl pH 7,5  

 

2.5. Bakterienstämme und Phagen 

Tabelle 1  
Verwendete S. aureus-Stämme und Phagen 

 Stamm  Herkunft 
[Literaturstelle] 

Hlb 

RN4220  [22] + 

8325-4 1 [80] + 

8325-4∆geh::pCL84(tetr) CG7 C. Goerke + 

S64c 2  [34] + 

Hlb-

phagen-

freie 

Stämme S90, S158, CFS555, K106B,  

19sa, 40a, 47a  

 [33]3 + 

8325-4Φ13 CG1 [31] - 

8325-4Φ13end::aphA3 4 CG6 C. Goerke - 

8325-4∆geh::pCL84-

Φ13end::aphA3 5 

CG19 diese Arbeit - 
Hlb-

Lysogene 

S64  [34]3 - 

Φ13    
Phagen 

Φ13sak::aphA3 (Φ13kana)  C. Goerke  
1 phagenfreies Derivat von Stamm RN1 (8325) 
2 phagenfreies Derivat von S. aureus-Patientenstamm S64  
3 Stämme isoliert aus CF-Patientensputen  
4 aphA3: Kanamycinresistenzgen 
5 Φ13kana-Lysogen des Stamms CG7 
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2.6. Anzucht der Bakterienstämme 

Die gefrorenen Reinkulturen wurden auf MH-Blutplatten ausgestrichen, bei 

37 °C bebrütet und im Kühlschrank aufbewahrt. Für d ie Übernachtkultur (ÜN-

Kultur) wurden einige Kolonien gepickt, in 5 ml TSB-Medium gelöst und bei 

37 °C unter Schütteln (220 upm) bebrütet. Soweit ni cht anders angegeben, 

wurden 10 ml TSB-Medium mit einer solchen S. aureus-ÜN-Kultur zu einer 

OD600 von 0,1 angeimpft und 2 h (frühe exponentielle Wachstumsphase) 

unter Schütteln (220 upm) bei 37 °C angezogen. 

 

 

2.7. Einfrieren von Bakterien 

Von einer Platte wurden einige Kolonien in 1 ml Glycerin-TSB-Gemisch (1 

Teil Glycerin, 3 Teile TSB-Medium) verrührt und bei -70 °C tiefgefroren. 

 

 

2.8. Phageninduktion unter verschiedenen Bedingunge n 

 
2.8.1. Spontaninduktion der Prophagen Φ13 und Φ13kana 

Die beiden lysogenen Stämme CG1 (8325-4Φ13) und CG6 (8325-4Φ13kana) 

wurden wie unter 2.6. beschrieben angezogen. Aus der ÜN-Kultur und aus 

der 2 h, 4 h und 6 h Wachstumsphase wurde jeweils 1 ml bei 10 000 rpm für 

3 min zentrifugiert. Die Pellets wurden bei -20 °C eingefroren. 

 

 

2.8.2. Antibiotika, Wachstumstemperatur und Anaerob iose als 

Induktoren 

Um die Auswirkung verschiedener infektionsrelevanter Stimuli auf die 

Phageninduktion zu untersuchen, wurde der lysogene S. aureus-Stamm CG1 

(8325-4Φ13) wie unter 2.6. beschrieben angezogen. Je 1 ml davon wurde in 

einer 24-Well-Platte mit Mitomycin (0,3 µg/ml), Ciprofloxacin (0,25 µg/ml) und 

Trimethoprim (0,125 µg/ml) versetzt und bei 37 °C f ür 4 h inkubiert. Weitere 

Proben wurden ohne Antibiotikumzusatz bei 42 °C ink ubiert (4 h), bzw. unter 

anaeroben Bedingungen (5 h) im Anaerobiertopf (AnaerokultR A).  
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Als Kontrolle diente eine Probe ohne Antibiotikumzusatz, 37 °C Inkubations-

temperatur, aerobes Milieu. 

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Proben in Eppendorfcups bei 

10 000 rpm für 3 min zentrifugiert. Die Pellets wurden bei -20 °C eingefroren. 

 

 

2.8.3. Sputum als Induktor 

Es wurden gesammelte Sputen (Trachealsekret) von verschiedenen CF-

Patienten aufgetaut. Da die Proben zum Teil sehr zähflüssig waren, wurden 

sie zur Verflüssigung in QIAshredder Mini Columns bei 18 000 g für 2 min 

zentrifugiert und anschließend gemischt. Das Sputumgemisch wurde dünn 

auf Petrischalen ausgegossen und unter der UV-Lampe für 30 min unter 

gelegentlichem Umrühren sterilisiert. Das sterilisierte Sputumgemisch wurde 

dann mit TSB-Medium verdünnt und im Kühlschrank gelagert. 

Zunächst wurde überprüft, ob die verwendeten Bakterienstämme in mit 

Sputum versetztem Medium wachsen würden. Die wie in 2.6. beschrieben 

angezogene Stämme CG1 (lysogener Stamm) und 8325-4 (Kontrollstamm) 

wurden dazu nach 2-stündiger Inkubationszeit mit sterilisiertem Sputum-

gemisch versetzt, so dass eine 10%ige Sputumlösung entstand. 

Kontrollproben blieben sputumfrei. Die Proben wurden bei 37 °C unter 

Schütteln (220 upm) bebrütet. In regelmäßigen Abständen wurde die OD600 

gemessen. 

Um nun den Einfluss von Sputum auf die Induktion von Φ13 im Stamm CG1 

zu prüfen, wurde CG1 wie unter 2.6. beschrieben angezogen. Zu dieser CG1-

Flüssigkultur wurde sterilisiertes Sputum hinzugefügt, so dass eine 10%ige 

Sputumlösung entstand. Nach 4-stündiger Bebrütung wurde aus dem 

Bakterien-Sputum-Gemisch und der Kontrolle (CG1-Lösung ohne Sputum) je 

1 ml entnommen und bei 10 000 rpm für 3 min zentrifugiert. Die Pellets 

wurden bei -20 °C eingefroren. 
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2.9. Quantitative PCR  

 
2.9.1. DNA-Isolierung 

Zur Isolierung der DNA um eine LightCycler-PCR durchzuführen, wurden die 

zu untersuchenden Bakterien-Pellets aufgetaut, in je 1 ml 1xTE-Puffer 

resuspendiert und in mit Silika-Glaskügelchen befüllte Screwcups pipettiert. 

Diese wurden dann 2 x 20 sec bei 6500 rpm geschüttelt, anschließend für 

2 min in kochendem Wasserbad erhitzt und auf Eis abgekühlt. Der Überstand 

wurde bei -20 °C eingefroren. 

 

 

2.9.2. Quantitative Real-time-PCR (LightCycler-PCR)  

Die zu untersuchenden Proben wurden aufgetaut und mit nucleasefreiem 

Wasser verdünnt (1:100). Dabei wurde von jeder Probe Doppelwerte 

bestimmt. 

Tabelle 2 
Reagenzien für den LightCycler-PCR-Mastermix, Gesamtmenge 10 µl 
Reagenz Menge 

nucleasefreies Wasser   4,4 µl 

MgCl2  1,6 µl 

Primer 1 1 µl 

Primer 2 1 µl 

SYBR-Mix 1 µl 

DNA-Template 

  (= Probe 1:100 verdünnt) 

1 µl 
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Tabelle 3 
Primer für die LightCycler-PCR 
Primer Primer Sequenz 

circle for 5’ TTTTATTTATATGGGGTATTATTGA 3’ 

circle rev 5’ GTGTATTCTCATTTGTTAGAAGAAAA 3’ 

gyr 547L 5’ AGTCTTGTGACAATGCGTTTA 3’ 

gyr 297 5’ TTAGTGTGGGAAATTGTCGATAAT 3’ 

hlb 258 5’ ATTAGTTGGTGCACTTACTG 3’ 

hlb N315  5’ CCGAGTACAGGTGTTTGGTA 3’ 

 

Für die SYBR-Green-DNA-PCR wurde ein Programm verwendet, das 

folgendem Temperaturschema folgte: Denaturierung bei 95 °C für 30 

Sekunden, dann 45 Zyklen mit 95 °C für 1 Sekunde, 5 5 °C für 10 Sekunden 

und 72 °C für 15 Sekunden. Die Analyse der Schmelzk urve erfolgte zwischen 

45 °C und 96 °C und einem anschließenden Kühlungssc hritt auf 40 °C. Die 

Gensequenzen circle (attP), gyr und hlb (attB) wurden damit quantitativ 

bestimmt. Als Standards dienten durch PCR hergestellte Amplifikate, die 

photometrisch quantifiziert und in logarithmischen Verdünnungsreihen 

verdünnt wurden. So konnte die absolute Kopienzahl in der Probe bestimmt 

werden. 

Zur Auswertung wurden folgende Parameter berechnet: 

Die Rate an extrachromosomaler Phagen-DNA im Verhältnis zur 

Gesamtmenge an Wirts-DNA in einer Probe (Kopien attP / Kopie gyr), die 

durchschnittliche Anzahl an replizierten Phagengenomen pro induzierter Zelle 

(Kopien attP / Kopie attB), und die Prophagen-Induktions-Rate, also die 

Menge an Prophagen, die in einer Probe induziert wurden, im Verhältnis zur 

Gesamtmenge an induzierbaren Prophagen (Kopien attB / Kopie gyr). 

 

 

 

 

 



2. MATERIAL UND METHODEN 

24                                

2.10. Bestimmung von Wachstumskurven 

Die zu untersuchenden Bakterienstämme wurden über Nacht angezogen, 

15 ml TSB-Medium zu einer OD600 von 0,05 angeimpft und unter Schütteln 

(220 upm) bei 37 °C inkubiert. In regelmäßigen Abst änden wurde die OD600 

bestimmt. 

 

 

2.11. Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KB E) in 

Bakterienlösungen  

Hierfür wurden 10 µl der zu untersuchenden Bakterienflüssigkultur in 10er-

Schritten mit PBS verdünnt (Mikrotiterplatte). Davon wurden aus jeder 

Verdünnungsstufe 10 µl auf MH-Blut- bzw. TSA-Selektivplatten getropft und 

bei 37 °C für 18 - 24 Stunden bebrütet. Die Auswert ung erfolgte durch 

Auszählen der Kolonien pro Tropfen und Umrechnung auf KBE/ml 

(Lebendkeimzahlbestimmung). 

 

 

2.12. Gewinnung von gewaschenen Pellets und Übersta nd aus 

Flüssigkulturen 

Je 2 ml der Bakterienlösung wurden bei 10 000 rpm für 3 min zentrifugiert. 

Vom Überstand wurde 1 ml entnommen und sterilfiltriert (0,45 µm). Die 

Pellets wurden in 2 ml PBS resuspendiert und wiederum zentrifugiert, der 

Überstand verworfen und das Pellet nochmals in 2 ml PBS resuspendiert. 

Diese gewaschene Bakterienlösung wurde dann weiterverwendet. 
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2.13. Mischkulturexperimente: Selektionsexperimente  mit resistenz-

markierten Phagen und S. aureus-Stämmen  

 
2.13.1. In vitro 

Zur Untersuchung des Einflusses infektionsrelevanter Stimuli auf den 

Transfer von Φ13 wurden der Donorstamm und der Rezipientenstamm 

kokultiviert: Der lysogene, Kanamycin-resistenzmarkierte Stamm CG6 

(Donor) und der Tetracyclin-resistenzmarkierte Stamm CG7 (Rezipient) 

wurden wie unter 2.6. beschrieben angezogen. Nach 2 h Inkubation wurde 

jeweils die OD600 bestimmt und Donor und Rezipient, soweit nicht anders 

angegeben, mit Hilfe der OD600-Werte im Verhältnis 1:5 in einer 24-Well-

Platte gemischt und mit TSB-Medium auf 1 ml aufgefüllt. Zu jeder Probe 

wurde das Tetracyclinanalogon AHT in einer Konzentration von 200 µg/l 

zugegeben. Dies diente der Induktion der Tetracyclinresistenzkassette im 

Donor (CG7). 

Zu den einzelnen Proben wurde, soweit nicht anders angegeben, Mitomycin 

in subinhibitorischer Konzentration (0,3 µg/ml), Ciprofloxacin (0,125 µg/ml = 

½ MIC) oder Trimethoprim (0,125 µg = ½ MIC) hinzugefügt und bei 37 °C für 

2 h und 4 h inkubiert. Andere Proben wurden ohne Antibiotikumzugabe bei 

42 °C ebenfalls für 2 bzw. 4 h inkubiert. Zur Besti mmung des Einflusses eines 

anaerobischen Wachstumsmilieus auf den Phagentransfer wurden Proben für 

5 h im Anaerobiertopf inkubiert (AnaerokultR A).  

Die Zahl der koloniebildenden Einheiten (KBE) in den einzelnen Proben 

wurde wie unter 2.11. beschrieben bestimmt. Dazu wurden MH-Blutplatten 

und Selektivplatten verwendet: soweit nicht anders angegeben, TSA-

Kanamycin (50 µg/ml) und TSA-Tetracyclin (5 µg/ml). Die Mobilisierung und 

Aufnahme der Phagen (Phagentransfer) wurde jeweils durch Selektion auf 

TSA-Kanamycin-Tetracyclin-Platten (50 µg/ml, 5 µg/ml) getestet: Der primär 

tetracyclinresistente Rezipient erhält durch Aufnahme des Φ13kana-Phagen 

aus dem Donor eine zusätzliche Kanamycinresistenz und lässt sich somit auf 

der Doppelselektivplatte anzüchten.  

Berechnung der Phagentransferrate: KBE auf Kanamycin-Tetracyclin/ KBE 

auf Tetracyclin. Aus den Doppelwerten und den Werten mehrer Versuche 
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oder Versuchsansätze wurden der Mittelwerte und Standardabweichungen 

berechnet. 

Die so erhaltenen Lysogene wurden gepickt, auf MH-Blut ausgestrichen und 

auf Hlb-Konversion hin untersucht. Das Hlb zeigt sich auf der Blutplatte als 

ein diffuser Hämolysehof. Dieser wird unter Inkubation bei 5 °C klar und 

scharf abgrenzbar. 

 

 

2.13.2. In vivo (Mausmodell)  

Mit einem Fremdkörperinfektionsmodell (Tissue-Cage-Modell) sollte 

untersucht werden, in wie weit ein Phagentransfer zwischen dem 

Donorstamm CG6 und dem Rezipientenstamm CG7 auch in vivo möglich ist.  

Dazu wurde Mäusen (C 57 BL/6-Mäuse, 10-12 Wochen alt) sterile, perforierte 

Teflonhohlzylinder subkutan implantiert. Nach Abheilung konnten dann die 

Bakterienlösungen injiziert werden (Inokulum insgesamt: 1 x105 KBE/Maus 

aus der frühexponentiellen Wachstumsphase). Donor und Rezipient wurden 

im Verhältnis 1:1, 5:1 und 1:5 gemischt. Als Kontrolle wurden einige Mäuse 

nur mit dem Donor, einige Mäuse nur mit dem Rezipienten inokuliert.  

Die Exsudatflüssigkeit wurde zu mehreren Zeitpunkten (Tag 2 und Tag 8 

nach Infektion) punktiert und tiefgefroren (-70 °C) .  

Zur Ermittlung des in vivo stattgefundenen Phagentransfers wurden die 

Exsudate aufgetaut, je 50 µl entnommen, in einer Mikrotiterplatte mit AHT 

versetzt (Konzentration 200 µg/l) und für 1 Stunde bei 37 °C inkubiert, in einer 

Verdünnungsreihe verdünnt und auf die Selektivplatten TSA-Kanamycin 

(50 µg/ml), TSA-Tetracyclin (3 µg/ml) und TSA-Kanamycin-Tetracyclin 

(50 µg/ml, 3 µg/ml) je doppelt aufgetropft. Nach 24-stüngiger Inkubation 

wurde die KBE bestimmt und die Phagentransferrate ermittelt. 
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2.14. Gewinnung von Phagenlysaten und Phagentiterbe stimmung 

Freie Φ13-Phagen sollten auf ihre Fähigkeit hin untersucht werden, 

unterschiedliche S. aureus-Stämme zu lysogenisieren. 

Zur Gewinnung von Phagenlysaten wurden lysogene Stämme, wie unter 2.6. 

beschrieben, bis zu einer OD600 von 0,8 (frühexponentielle Phase) bebrütet. 

Dann wurde Mitomycin in einer Konzentration von 1 mg/ml (20 µl aus 

0,5 mg/ml Stammlösung auf 10 ml) zugegeben und für 4 h bei 37 °C 

inkubiert. Je 2 ml wurden zentrifugiert (3 min, 10 000 rpm), sterilfiltriert und im 

Kühlschrank aufbewahrt. 

Um den Phagentiter in den Lysaten zu erhöhen wurde eine Anreicherung der 

Phagen durchgeführt: Einige Kolonien des S. aureus-Stamms RN4220 

wurden in 500 µl Phagenpuffer eingerieben, mit 500 µl Phagenlysat und 4 ml 

TSA-Top-Agar (Softagar) gemischt und zügig auf vorbereitetet TSA-CaCl2-

Platten ausgegossen. Die Platten wurden bei 37 °C b ebrütet und nach ca. 6 h 

geerntet. Dazu wurden 4 ml TSB-Medium auf die Platten pipettiert und die 

Softagarschicht vorsichtig abgekratzt. Das so gewonnene Material wurde im 

Wasserbad (50 °C) für ca. 10 min erhitzt und bei 50 00 g 10 Minuten lang 

zentrifugiert. Der Überstände wurden sterilfiltriert und im Kühlschrank 

gelagert. 

Zur Bestimmung des Phagentiters in diesen Phagenlysaten wurde ein 

Phagentropfassay angewandt: Der S. aureus-Stamm RN4220 wurde wie 

unter 2.6. beschrieben bis zu einer OD600 von 0,8 angezogen. Je 4 ml des in 

der Mikrowelle aufgeschmolzenen, in einem 50 °C hei ßen Wasserbad 

abgekühlten Phagentopagar wurden mit 50 µl Bakterienlösung versetzt und 

auf eine NB2-CaCl2-Platte gegossen. Das zu untersuchende Lysat wurde in 

10er Schritten mit sterilfiltriertem Phagenpuffer verdünnt und aus jeder 

Verdünnungsstufe wurden 10 µl auf die vorbereiteten Platten getropft. Die 

Platten brüteten dann über Nacht bei 37 °C und die entstandenen Plaques im 

Bakterienrasen wurden ausgezählt. 
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2.15. Lysogene 

 
2.15.1. Gewinnung von Lysogenen 

S. aureus-Stämme wurden, wie unter 2.6. beschrieben, für 2 h angezogen. 

Dann wurde in 24-Well-Platten zu je 1 ml Bakteriensuspension 50 µl 

Phagenlysat des Stammes CG6 (enthält Φ13kana-Phagen) gegeben und 

diese für 4 h bei 37 °C inkubiert. Die Proben wurde n verdünnt und auf MH-

Blut und auf TSA-Kanamycin-Platten doppelt aufgetropft (siehe dazu 2.11.). 

Bei den auf Kanamycin wachsenden Kolonien handelt es sich um neu 

entstandene lysogene S. aureus-Stämme, da hier zusammen mit dem Φ13-

Phagen auch die Kanamycin-Resistenzkassette ins Bakteriengenom integriert 

wurde. Teilt man die Anzahl der auf Kanamycin-Platten gewachsenen 

Kolonien durch die auf Blut gewachsenen, so lässt sich die Rate der 

Phagenaufnahme (Lysogenisierungsrate) berechnen. 

Die so erhaltenen Lysogene wurden gepickt und auf MH-Blut gestrichen und 

somit auf Hlb-Konversion hin untersucht (siehe dazu 2.13.1.). 

 

 

2.16. Nachweis von phagenkodierten Genen mittels Pu lsfeld-

Gelelektrophorese (PFGE) und Southern-Blot 

Einige dieser lysogenen Kolonien wurden mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese 

(PFGE) und Southern-Analyse auf das neu erworbene Φ13-kodierte Gen sak 

bzw. die phagenkodierte Kanamycinkassette (aphA3) hin überprüft. Diese 

Versuche wurden von Simone Esser durchgeführt. 

 

 

2.16.1. Isolierung der chromosomaler DNA 

Für die Isolierung der chromosomalen DNA wurden 5 ml TSB mit den zu 

untersuchenden Kolonien angeimpft und als ÜN-Kultur bei 37 °C bebrütet. 

Nach 16 Stunden wurden die Bakterien geerntet. Hierfür wurde die Menge 

aus der ÜN-Kultur entnommen, die einer OD600 = 0,5 entspricht. Diese wurde 

bei 10 000 upm für 3 Minuten zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde mit 

1 ml Waschlösung gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren wurde das 
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Pellet in 100 µl Waschlösung resuspendiert und auf 55 °C erwärmt. Nachdem 

auch 100 µl 2 % low melting point Agarose (in TE, pH 8,0) auf 55 °C erwärmt 

wurde, wurde beides miteinander vermischt und in vorgefertigte 

Gußkammern zum Aushärten pipettiert. Die erhärteten Agaroseblöckchen 

wurden in 1 ml Lysepuffer (6 mM Tris - HCl, 100 mM EDTA, 1 M NaCl, 0,5 % 

Brij 58, 0,2 % Na-Desoxycholat, 0,5 % Laurylsarcosin pH 7,6) plus 5 µl 

Lysostaphin (10 mg/ml) überführt und zum Inkubieren unter leichtem 

Schütteln in einen Kühlschrank (4 °C) gelegt. Nach 12 Stunden wurde der 

Lysepuffer durch 1 ml Proteolysepuffer (0,25 M EDTA, 20 mM EGTA, 1 % 

Laurylsarcosin pH 9,0) plus 50 µl Proteinase K (10 mg/ml) ersetzt und über 

Nacht in einem 50 °C heißen Wasserbad inkubiert mit  zwischenzeitlichem 

Pufferwechsel. Zum Abschluss wurden die Blöckchen fünfmal für mindestens 

2 Stunden mit 1 ml TE, pH 8,0 bei 4 °C unter Schütt eln gewaschen. Die 

Proben wurden dann entweder direkt im Restriktionsverdau weiter bearbeitet 

oder aber in 0,5 M EDTA bei 4 °C aufbewahrt. Zum En tfernen des EDTA 

wurden die Blöckchen mit TE gewaschen.  

 

 

2.16.2. Restriktionsverdau 

Für den Restriktionsverdau wurden 1 bzw. 0,5 x 0,2 cm große Fragmente aus 

dem Agaroseblöckchen geschnitten und mit 200 µl eines 

Restriktionsansatzes versetzt. 

 

Restriktionsansatz mit Smal (200 µl) 

 

Probe    100 µl 

BSA (20 mg/ml)  1 µl 

SuRE/Cut Buffer A  20 µl 

Nucleasefreies H2O  78 µl 

SmaI (10 U/µl)  1 µl 
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Die Restriktionsendonuklease SmaI erkennt die folgende DNA-Sequenz: 

…CCC↓GGG…. Nach einer Inkubation bei Raumtemperatur über Nacht 

wurde der Verdau mit 500 µl TE gestoppt. Die Proben konnten nun entweder 

bei 4 °C maximal einen Tag aufbewahrt oder direkt z ur Elektrophorese 

eingesetzt werden. 

 

 

3.16.3. Elektrophorese 

Die Elektrophorese (PFGE) erfolgte in einem 1 % Agarosegel (Seakam GTG 

in 0,5xTBE) mit 0,5xTBE als Laufpuffer. Als Molekulargewichtsstandard 

wurden in die äußersten Taschen jeweils Col (SmaI verdaute DNA des 

sequenzierten S. aureus-Stamms Col) eingesetzt. Danach erfolgte die 

Auftrennung der DNA bei 200 V mit Pulszeiten von 1 bis 45 Sekunden für 24 

Stunden bei 12 °C. Im Anschluss wurde das Gel in 0, 5xTBE mit 0,5 g/ml 

Ethidiumbromid für 30 Minuten gefärbt und auf einem Transilluminator mit 

einer Videokamera aufgenommen und digitalisiert.   

 

 

3.16.4. Southern Analyse (Hybridisierung) 

Die doppelsträngige DNA auf dem PFGE-Gel wurde zunächst für 15 min mit 

0,25 M HCl depurinisiert, dann für 2 x 15 min in Denaturierungspuffer (3 mol/l 

NaCl, 0,4 mol/l NaOH) geschwenkt. Das Gel wurde dann mittels Kapillar-Blot 

in Denaturierungspuffer während 24 h auf eine positiv geladene 

Nylonmembran transferiert. Es folgte eine Vorhybridisierung für 30 min bei 

42 °C mit dem Hybridisierungspuffer „ULTRAhyb“. Zur  anschließenden 

Hybridisierung wurde die Membran mit sak- und kana-spezifischen Sonden 

(1:2000 verdünnt in „ULTRAhyb“, in kochendem Wasser denaturiert) über 

Nacht bei 42 °C inkubiert. Die Membran wurde dann f ür 2 x 5 min mit 2 x 

SSC/0,1% SDS und 2 x 15 min mit 0,2 x SSC/0,1% SDS inkubiert (jeweils bei 

42 °C). Es folgte ein Waschgang mit Washing Buffer für 1 min und Inkubation 

für 30 min mit Blocking solution (Blocking verdünnt mit Maleinsäure Puffer). 

Zur Detektion der Sonden wurde die Membran mit Digoxigenin-Antikörpern 
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(1:10 000 verdünnt mit Blocking/Maleinsäure-Lösung) für 30 min bei 

Raumtemperatur inkubiert, anschließend 2 x 15 min mit Washing Buffer 

gewaschen und für 2 min mit Detektionspuffer inkubiert. Das 

Chemolunmineszenzsubstrat (CSPD in Detektionspuffer 1:100 verdünnt) 

wurde zugegeben und die Membran für ca. 30 min auf dem Detektionsfilm bei 

37 °C inkubiert. Anschließend wurde der Film entwic kelt. Die Reagenzien 

stammten aus dem Digoxigenin labeling and detection kit (Roche). 
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3. Ergebnisse 

 

3.1. Phageninduktion bei S. aureus 

Der Übergang der S. aureus-Prophagen aus dem lysogenen Zustand in die 

lytische Form (Induktion) sollte quantitativ untersucht werden und 

Bedingungen, unter welchen dieser Übergang vermehrt stattfindet, 

identifiziert werden.    

Dazu wurden mit der Methode der Real-Time-PCR die Gensequenzen circle, 

hlb und gyr quantifiziert. Die Menge an neu formierten attP-Stellen (Gen 

circle) in der Probe repräsentierte die Anzahl an extrachromosomaler 

Phagen-DNA (replizierte Phagengenome) nach erfolgter Induktion der 

Prophagen. Die Menge an wiederhergestellter attB-Stellen (Gen hlb) 

entsprach der Menge an induzierten Bakterienzellen in der Probe. Zusätzlich 

wurde in der Probe das Gen gyr als chromosomales Referenzgen quantitativ 

bestimmt (siehe Schaubild Abb. 2). Aus diesen 3 Messgrößen konnten dann 

folgende Parameter berechnet werden: die Rate an extrachromosomaler 

Phagen-DNA im Verhältnis zur Gesamtmenge an Wirts-DNA in einer Probe 

(Kopien attP / Kopie gyr), durchschnittliche Anzahl an replizierten Phagen-

genomen pro induzierter Zelle (Kopien attP / Kopie attB), was indirekt der 

„Burst-size“ entspricht, und die Prophagen-Induktionsrate, die Menge an 

Prophagen also, die in einer Probe induziert wurden, im Verhältnis zur 

Gesamtmenge an induzierbaren Prophagen (Kopien attB / Kopie gyr). 

 

 

3.1.1. Spontaninduktion der Prophagen Φ13 und Φ13kana in den 

Stämmen CG1 (8325-4Φ13) und  CG6 (8325-4Φ13kana) 

Zunächst sollte die spontane Induktion, also die Induktion der Prophagen Φ13 

und Φ13kana ohne besondere Stimuli, getestet werden. Hierbei konnte im 

mutagenisierten Stamm CG6 (8525-4Φ13kana) eine höhere spontane 

Induktion des Prophagens (z.B. 0,98 Kopien attP / Kopie gyr bei 2 h) 

beobachtet werden als im Stamm CG1 (0,2 Kopien attP / Kopie gyr bei 2 h) 
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(Abb. 3). Deshalb wurden weitere Experimente zum Einfluss externer Stimuli 

auf die Induktionsrate mit dem Stamm CG1 durchgeführt. 
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Abbildung 3: 
Rate an extrachromosomaler Phagen-DNA (attP) im Verhältnis zur Gesamtmenge 
an Wirts-DNA (gyr) in einer Probe. Die Lysogene CG1 (8325-4Φ13) und CG6 (8325-
4Φ13kana) wurden aus verschiedenen Wachstumsphasen (ÜN, 2 h, 4 h und 6 h) 
entnommen. Werte aus 2 separaten DNA-Isolierungen wurden herangezogen um die 
Mittelwerte zu berechnen (+/- Standartabweichung).   
 
 

 

3.1.2. Induktion von Φ13 durch verschiedene infektionsrelevante Stimuli 

Es sollte untersucht werden durch welche Stimuli, die während Infektionen 

vorhanden sind, der Prophage Φ13 im Stamm CG1, vermehrt induziert wird 

und in das lytische Stadium eingeht. Als solche Stimuli wurden die Antibiotika 

Ciprofloxacin und Trimethoprim, eine erhöhte Inkubationstemperatur (42 °C) 

und Inkubation unter anaerobischen Bedingungen gewählt. Als 

Positivkontrolle diente die Inkubation mit Mitomycin, als Negativkontrolle die 

Inkubation bei 37 °C ohne Antibiotikumzugabe. 

Hierzu wurde der lysogene Stamm CG1 (8325-4Φ13) für 4 Stunden unter 

diesen verschiedenen Bedingungen angezogen. Die DNA wurde isoliert, die 3 

Gensequenzen circle, gyr und hlb, wie oben beschrieben, quantifiziert und die 

Parameter berechnet. 
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Abbildung 4: 
Rate an extrachromosomaler Phagen-DNA (attP) im Verhältnis zur Gesamtmenge 
an Wirts-DNA (gyr) in einer Probe (A), Prophagen-Induktionsrate (B) und replizierte 
Phagengenome (attP) pro induzierter Zelle (attB) (C). Der lysogene Stamm CG1 
(8325-4Φ13) wurde bei 37 °C bzw. 42 °C inkubiert, mit Mitom ycin (MMC) 0,3 µg/ml, 
Ciprofloxacin (Cipro) 0,25 µg/ml (1 MIC) oder Trimethoprim (TMP) 0,125 µg/ml (1/2 
MIC) versetzt oder unter anaeroben Bedingungen jeweils für 4 h inkubiert. Werte aus 
2 separaten DNA-Isolierungen wurden zur Berechnung der Mittelwerte 
herangezogen (+/- Standartabweichung).  
 

Mitomycin und Ciprofloxacin, beide in Konzentrationen, die der MIC 

entsprechen, zeigten einen induzierenden Effekt auf den Prophagen Φ13 

(16,5 Kopien attP / Kopie gyr bei Mitomycin, 5,9 Kopien attP / Kopie gyr bei 

Ciprofloxacin, im Vergleich zu 0,42 Kopien attP / Kopie gyr in der Kontrolle 

(37 °C)) (Abb. 4A). Bei dem Antibiotikum Trimethopr im (1/2 MIC) war kein 

Effekt zu erkennen (0,42 Kopien attP / Kopie gyr), ebenso bei einer erhöhten 

Inkubationstemperatur (0,32 Kopien attP / Kopie gyr) oder anaerobem 

Wachstumsmilieu (0,37 Kopien attP / Kopie gyr). 

Der induzierende Effekt von Mitomycin und Ciprofloxacin wurde auch in der 

Induktionsrate deutlich (Abb. 4B). Unter Mitomycinzugabe kam es zu einer 

Induktionsrate von 6,3 x10-3, unter Ciprofloxacin bei 1,9 x10-3. Unter 

Trimethoprim (1/2 MIC), 42 °C Inkubationstemperatur  und anaerobischem 

Milieu ließen sich ähnliche Induktionsraten wie in der Kontrolle (37 °C) 
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beobachten (0,1 x10-3). Die Anzahl an replizierten Phagen pro induzierter 

Zelle (was indirekt die „Burst-size“ wiedergibt) war bei allen Bedingungen in 

etwa gleich und lag bei ca. 3000. (Abb. 4C). 

 

 

3.1.3. Induktion von Phage Φ13 durch Patientensputum 

 

3.1.3.1. Wachstum von CG1 in Sputum   

Bevor eine induzierende Wirkung von Patientensputum auf Φ13 untersucht 

werden konnte, musste bestimmt werden, ob der lysogene Stamm CG1 in 

10%igem Sputum wachsen kann. Dazu wurde ein Sputumpool aus mehreren 

CF-Patientensputen hergestellt und UV-sterilisiert. Den Bakterien-

suspensionen von CG1 und 8325-4 (phagenloser Referenzstamm) wurde 

nach 2-stündiger Inkubation dieses Sputum zugegeben und für weitere 6 

Stunden inkubiert. Die OD600 wurde zu bestimmten Zeiten bestimmt. Wie in 

Abb. 5 zu sehen, wuchs sowohl der phagenlose Stamm 8325-4 (von OD600 

2,77 auf 5,0), als auch der lysogene Stamm CG1 (von OD600  3,2 auf 6,9) in 

10%igem Sputum an. 
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Abbildung 5: 
Wachstumskurve (OD600) der S. aureus-Stämme CG1 und 8325-4 in 10%igem 
Sputum-TSB-Gemisch. Zeitpunkt 0: Zugabe des Sputums.  
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3.1.3.2.Sputum als Induktor für Φ13 

Mit diesem Versuch sollte untersucht werden, ob im vorhandenen 

Patientensputum Faktoren enthalten sind, die in der Lage sind die Induktion 

von Φ13 im Wirt CG1 zu beeinflussen. Eine CG1-Bakteriensuspension wurde 

hierfür mit 10%igem Sputum inkubiert, die DNA isoliert und die oben 

genannten Gensequenzen mit Hilfe der Real-Time-PCR quantifiziert (Abb. 6). 

Das verwendete Sputum zeigte hierbei keinen induzierenden Effekt auf den 

Prophagen Φ13 (0,19 Kopien attP / Kopie gyr im Vergleich zu 

0,2 Kopien attP / Kopie gyr in der Kontrolle (37 °C)). 
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Abbildung 6: 
Rate an extrachromosomaler Phagen-DNA (attP) im Verhältnis zur Gesamtmenge 
an Wirts-DNA (gyr) in einer Probe. Der lysogene Stamm CG1 (8325-4Φ13) wurde 
bei 37 °C unter Zugabe von 10%igem Sputum für 4 h i nkubiert, die Kontrolle blieb 
sputumfrei. Werte aus 2 separaten DNA-Isolierungen wurden zur Berechnung der 
Mittelwerte herangezogen (+/- Standardabweichung).  
 
 
Zusammenfassend zeigten die Induktionsversuche, dass sich Φ13 durch 

Mitomycin und Ciprofloxacin vermehrt induzieren ließ. Trimethoprim in einer 

subinhibitorischen Konzentration, 42 °C Inkubations temperatur, anaerobe 

Wachstumsverhältnisse und Sputum hingegen wirkten nicht induzierend. 

Drückt man die Menge an wiederhergestelltem hlb (attB) in Prozent der 

Gesamtmenge an Wirtsgenomen (gyr) aus, so erhält man für 37 °C eine 
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Induktionsrate von 0,01 %, d.h. 0,01 % der Lysogene in der Probe wurden 

induziert. Diese Zahl stellt die spontane Induktionsrate dar. Unter 

Mitomycinzugabe steigerte sich diese Rate auf ca. 0,6 %, unter Ciprofloxacin 

ließen sich 0,2 % der Prophagen induzieren. Die Induktionsraten für die 

anderen Bedingungen entsprachen in etwa der spontanen Induktionsrate. 

 

 

3.2. Transfer von Φ13: Mischkulturexperimente  

Es wurde untersucht in wie weit die induzierten und freigesetzten neuen 

Bakteriophagen erneut Bakterien infizierten und welchen Einfluss 

infektionsrelevante Stimuli auf diesen Transfer von Phagen haben. Dazu 

wurden die beiden Stämme CG6 und CG7 kokultiviert. Der mutagenisierte, 

tetracyclinresistente Rezipientenstamm CG7 (8325-4tet) erhielt durch 

Aufnahme des Φ13kana-Phagens aus dem Donorstamm CG6 (8325-

4Φ13kana) eine zusätzliche Kanamycinresistenz und ließ sich somit auf einer 

Doppelselektivplatte anzüchten (Abb. 7). 

 
Abbildung 7: 
Phagentransfer: Prinzip der Mischkulturexperimente. Erläuterungen siehe Text. 

Lysogen (CG19): tet r, kana r, Hlb- 

Φ13kana 

Φ13kana 

tet 

Φ13kana 

tet 

Donor (CG6): kana r, Hlb- Rezipient (CG7): tet r, Hlb+ 

Phagentransfer 
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3.2.1. Charakterisierung der resistenzmarkierten St ämme 

Zunächst sollten die beiden antibiotikummarkierten Stämme im Vergleich zum 

Wildtyp charakterisiert werden. Die mutagenisierten S. aureus-Stämme CG6 

(8325-4Φ13kana) und CG7 (8325-4tet) wurden auf ihr Wachstumsverhalten 

in Kulturmedium hin untersucht. Als Vergleichsstamm diente der lysogene 

Stamm CG1 (8325-4Φ13). 

Es zeigte sich kein wesentlicher Unterschied im Wachstum der 

mutagenisierten Stämme CG6 und CG7 im Vergleich zum Ausgangsstamm 

CG1 (Abb. 8). Die 3 Stämme wuchsen innerhalb von ca. 8 Stunden von einer 

OD600 0,05 auf 4,3 (CG1), 3,7 (CG6) und 4,5 (CG7). 
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Abbildung 8: 
Wachstumskurve (OD600) der Stämme CG1 (8325-4Φ13), CG6 (8325-4Φ13kana) 
und CG7 (8325-4tet) über 8 Stunden. 
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Zusätzlich zu der Bestimmung von Wachstumskurven wurde eine 

Lebendkeimzahlbestimmung (Bestimmung der koloniebildenden Einheiten 

(KBE)) der beiden mutagenisierten Stämme und des in den Mischversuchen 

entstehenden doppelresistenten Lysogens CG19 (8325-4tetΦ13kana) 

durchgeführt. 

Hierbei konnte eine Inhibition im Wachstum von CG7 und CG19 auf den 

Tetracyclin-Selektivplatten festgestellt werden (Tab. 4). Das Verhältnis KBE 

auf Selektivplatte zu KBE auf Blut betrug bei CG7 und CG20 jeweils nur 4 %, 

während der kanamycinresistente Stamm CG6 ein annähernd gleiches 

Wachstum auf der Selektivplatte und der Blutplatte zeigt (Verhältnis KBE auf 

Selektivplatte / KBE auf Blut 125 %). 

 

Tabelle 4: 
Lebendkeimzahlbestimmung (KBE/ml) der Stämme CG6 (8325-4Φ13kana), CG7 
(8325-4tet) und CG19 (8325-4tetΦ13kana) auf der jeweiligen Selektivplatte und MH-
Blutplatten.  

 
 

Inkubation 

S. aureus-Stamm  4 h  ÜN 

 
         CG6a 

 

125 % (+/- 26%) 

 

63 % (+/- 13%) 

 
         CG7b 

 

4 % (+/- 2%) 

 

32 % (+/- 5%) 

         CG7b, AHT1 83 % (+/- 2%) 98 % (+/- 15%) 

 
         CG19c 

 

4 % (+/- 1%) 

 

n.b. 

         CG19c, AHT1 98 % (+/- 70%) n.b. 

Dargestellt sind die Verhältnisse KBE auf Selektivplatte in % der KBE auf Blut  
a Selektivplatte: Kanamycin 50 µg/ml 
b Selektivplatte: Tetracyclin 5 µg/ml 
c Selektivplatte: Kanamycin 50 µg/ml, Tetracyclin 5 µg/ml 
1 Inkubation mit AHT (200 µg/ml) 
n.b.: nicht bestimmt 
 
+/- Standardabweichung 
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Diese Inhibition der Tetracyclinresistenz ließ sich durch Zugabe des 

Tetracyclinanalogons AHT minimieren. Dazu wurde in die CG7- und CG19-

Flüssigkultur AHT in einer Konzentration von 200 µg/ml zugegeben. Nach 4-

stündiger Inkubation bzw. Inkubation über Nacht wurde die Lebendkeimzahl 

bestimmt. Es ließ sich damit eine Annäherung der Keimzahlen auf der 

Selektivplatte an die Keimzahlen auf Blut erreichen (CG7, 4 h 83 %; CG7, ÜN 

98 %; CG19 98 %) (Tab. 4).  

AHT wurde daher auch in den nachfolgenden Versuchen verwendet um die 

Tetracyclinresistenzkassette zu induzieren. 

 

 
3.2.2. Mischkulturexperimente unter verschiedenen B edingungen 

 
3.2.2.1. Infektionsrelevante Stimuli 

Die Mischkulturexperimente sollten unter verschiedenen Bedingungen, 

welche bei Infektionen, z.B. im menschlichen Bronchialtrakt vorzufinden sind, 

durchgeführt werden, um infektionsrelevante Einflüsse auf den 

Phagentransfer zu untersuchen. Folgende Bedingungen wurden gewählt: 

Subinhibitorische Antibiotikakonzentrationen: Mitomycin 0,3 µg/ml, Cipro-

floxacin 0,125 µg/ml und Trimethoprim 0,125 µg/ml, eine erhöhte Inkubations-

temperatur (42 °C) und Wachstum unter anaeroben Bed ingungen. Als 

Kontrolle diente eine Probe ohne Zusatz, bei 37 °C inkubiert. Die beiden 

Bakterienstämme CG6 und CG7 wurden unter diesen Bedingungen für 2 

bzw. 4 Stunden kokultiviert und anschließend die koloniebildenden Einheiten 

bestimmt (Abb. 9). Dargestellt ist ein exemplarischer Versuch. Die 

induzierende Wirkung von Ciprofloxacin, die in Kapitel 3.1.2. gezeigt wurde, 

wirkte sich auch auf einen erhöhten Phagentransfer von Φ13kana vom 

Donorstamm auf den Rezipientenstamm aus (2,2 x10-6 bei 2 h bzw. 0,8 x10-6 

bei 4 h versus 0,2 x10-6 bzw. 0,4 x10-6 bei der Kontrolle (37 °C)). Für 

Trimethoprim konnte in den Induktionsversuchen (siehe Kapitel 3.1.2.) keine 

induzierende Wirkung nachgewiesen werden, jedoch ließ sich in den 

Mischkulturexperimenten ein erhöhter Phagentransfer unter Trimethoprim 

beobachten (0,8 x10-6 bei 2 h bzw. 2,4 x10-6 bei 4 h). Ein Einfluss auf den 
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Phagentransfer unter erhöhter Inkubationstemperatur und anaeroben 

Wachstumsbedingungen konnte nicht nachgewiesen werden. Bei Mitomycin 

konnte nur eine sehr geringe Zahl an Lysogenen auf der Doppelselektivplatte 

Kanamycin-Tetracyclin gezählt werden. Neu entstandene Lysogene wurden 

durch die starke induzierende Wirkung von Mitomycin sofort wieder induziert 

und lysiert und waren daher nicht nachweisbar.  
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Abbildung 9: 
Phagentransferrate (Verhältnis der ermittelten koloniebildenden Einheiten (KBE) auf 
TSA-Kanamycin-Tetracyclin-Platten / KBE auf TSA-Tetracyclin-Platten) nach 
Mischen von Donor (CG6) und Rezipient (CG7) im Verhältnis 1:5. Inkubation für 2 h 
und 4 h bei 37 °C, unter Zugabe von Ciprofloxacin ( 0,125 µg/ml) oder Trimethoprim 
(0,125 µg/ml), bei 42 °C oder unter anaerober Bedin gung (Inkubationsdauer 4 h). 
Dargestellt ist ein exemplarischer Versuch. Die Mittelwerte wurden aus jeweils 2 
Versuchsansätzen berechnet (+/- Standardabweichung). 
 
 
  

3.2.2.2. Beitrag freier Phagen aus dem Überstand zu r Transferrate 

Es galt zu untersuchen welchen Beitrag zur Phagentransferrate die im 

Überstand einer Donorkultur enthaltenden freien Phagen gegenüber den 

während der Kokultivierung durch Induktion im Donor entstehenden Phagen 

leisten.  
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Dazu wurde zum einen eine phagenfreie Bakterienlösung (resuspendierte 

Pellets einer Donorkultur), zum anderen eine bakterienfreie Phagenlösung 

(Überstand einer Donorkultur) mit dem Rezipientenstamm kokultiviert: 

Eine Donor-Bakterienkultur aus unterschiedlichen Wachstumsphasen (ÜN, 

6 h, 4 h und 2 h) wurde zentrifugiert, das erhaltene Bakterienpellet 

gewaschen und resuspendiert, der Überstand sterilfiltriert. Die Bakterien-

lösung wurde mit dem Rezipienten (aus der exponentiellen Wachstums-

phase) im Verhältnis 1:5 gemischt. Dieselbe Menge Rezipientenkultur wurde 

mit je 100 µl sterilfiltriertem Überstand versetzt. Nach 4-stündiger Inkubation 

wurden 10 µl des Donor-Rezipienten-, bzw. Überstand-Rezipienten-

Gemisches in einer Verdünnungsreihe auf Blut- und Selektivplatten 

aufgetropft, um die KBE zu bestimmen. Die Phagentransferrate wurde 

berechnet. 
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Abbildung 10: 
Phagentransferrate (Verhältnis der ermittelten koloniebildenden Einheiten (KBE) auf 
TSA-Kanamycin-Tetracyclin-Platten / KBE auf TSA-Tetracyclin-Platten) nach 
Mischen von Donor (CG6) in Form von resuspendierten Donorzellen (Pellets), bzw. 
Phagen-enthaltendem Überstand aus den Wachstumsphasen ÜN, 6 h, 4 h und 2 h 
mit dem Rezipienten (CG7) aus der exponentiellen Wachstumsphase (2 h). Die 
Mittelwerte wurden aus 2 Versuchsansätzen berechnet (+/- Standardabweichung). 
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Es zeigte sich (Abb. 10), dass eine höhere Phagentransferrate bei 

Verwendung der Bakterien-Pellets (induzierte Phagen) erzielt werden konnte 

als bei Verwendung des Überstandes (freie Phagen). Bei den Überständen 

ergab der Überstand aus der exponentiellen Wachstumsphase (4 h) den 

höchsten Transfer von Φ13kana auf den Rezipienten (0,3 x10-6), der Transfer 

beim ÜN-Überstand war deutlich geringer (0,04 x10-6). Der größte Transfer 

gelang bei Mischung des Rezipienten mit den Donorzellen (Pellets) aus der 

4 h-Kultur (1,8 x10-6). 

 

 

3.2.2.3. Variation der Wachstumsphasen 

Im vorigen Versuch zeigte sich kein wesentlicher Unterschied in den 

Transferraten bei Variation der Wachstumsphasen, aus denen der Donor 

entnommen wurde (Abb. 10). 
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Abbildung 11:  
Phagentransferrate (Verhältnis der koloniebildenden Einheiten (KBE) auf TSA-
Kanamycin-Tetracyclin-Platten / KBE auf TSA-Tetracyclin-Platten) nach Mischen von 
Donor (CG6) und Rezipient (CG7) im Verhältnis 1:5. Der Donor wurde konstant aus 
der exponentiellen Wachstumsphase (2 h) entnommen, der Rezipient aus den 
Wachstumsphasen ÜN und 2 h und für 4 h gemeinsam inkubiert. Die Mittelwerte 
wurden aus 2 Versuchsansätzen berechnet (+/- Standardabweichung).  
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Nun sollte der Einfluss der Rezipienten-Wachstumsphase auf den 

Phagentransfer untersucht werden. Der Donor wurde konstant aus der 

exponentiellen Wachstumsphase (2 h) entnommen und mit dem Rezipienten 

aus der ÜN-Kultur und 2 h-Kultur gemischt. Dabei zeigte sich, dass es zu 

einer höheren Transferrate bei Verwendung des Rezipienten aus der ÜN-

Kultur kommt (3,2 x10-6) als bei der 2 h-Kultur (0,6 x10-6) (Abb. 11). 

 

 

3.2.2.4. Variation des Mischverhältnisses 

In dieser Versuchsreihe wurden unterschiedliche Mischverhältnisse des 

Donors und Rezipienten getestet. Dazu wurden Donor und Rezipient jeweils 

aus der exponentiellen Wachstumsphase (2 h) in den Verhältnissen 10:1, 5:1, 

1:1, 1:5 und 1:10 gemischt. 
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Abbildung 12: 
Phagentransferrate (Verhältnis der koloniebildenden Einheiten (KBE/ml) auf 
Kanamycin-Tetracyclin-Platten / KBE/ml auf Tetracyclin-Platten) nach 2-stündiger 
Inkubation von Donor (CG6) mit dem Rezipienten (CG7) in unterschiedlichen 
Verhältnissen. Die Mittelwerte wurden aus 3-fach-Werten berechnet (+/- 
Standardabweichung). 
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Nach 2-stündiger Inkubation wurden 10 µl des Donor-Rezipienten-Gemisches 

in einer Verdünnungsreihe auf Blut- und Selektivplatten aufgetropft, um die 

KBE zu bestimmen. Die Phagentransferraten (KBE Doppel-Selektivplatte / 

KBE Tetracyclinplatte) wurden berechnet. Der höchste Phagentransfer zeigte 

sich bei dem Mischungsverhältnis 1:1 (13 x10-6) und 5:1 (12 x10-6) (Abb. 12). 

 
 
 
3.2.2.5. Variation der Bakteriendichte 

Beim Überprüfen des Protokolls stellte sich heraus, dass im vorherigen 

Versuch für das Mischungsverhältnis 1:1 eine geringere Bakteriendichte 

(OD600 0,2) als bei den anderen Mischungsverhältnissen (OD600 0,6) 

verwendet worden war. 

Um diesen Einfluss der Bakteriendichte im Ansatz auf die Transferrate zu 

verifizieren, wurde ein weiterer Versuch durchgeführt. Donor und Rezipient 

wurden hier im Verhältnis 1:1 gemischt, einmal zu einer Gesamt-OD600 von 

0,2, zum anderen zu einer Gesamt-OD600 von 0,6.  
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Abbildung 13: 
Phagentransferrate (Verhältnis der koloniebildenden Einheiten (KBE/ml) auf 
Kanamycin-Tetracyclin-Platten / KBE auf Tetracyclin-Platten) nach Mischen von 
Donor (CG6) und Rezipient (CG7) in verschiedenen Dichten (OD600 0,2 und OD600 
0,6), Inkubation 2 h. Die Mittelwerte wurden aus zwei Versuchsansätzen berechnet 
(+/- Standardabweichung). 
 

OD600 
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In diesem Versuch (Abb. 13) konnte bestätigt werden, dass eine geringere 

Bakteriendichte im Ansatz zu einer höheren Transferrate führt (43 x10-6 bei 

OD600 0,2 versus 4 x10-6 bei OD600 0,6).  

 

 

3.3. Mischkulturexperimente im Mausmodell 

In vitro konnte ein Transfer des Phagen Φ13kana vom Donorstamm 8325-

4Φ13kana (CG6) auf den Rezipientenstamm CG7 nachgewiesen werden. 

(siehe Kapitel 3.2.). Mit einem Fremdkörperinfektionsmodell (Tissue-Cage-

Modell) sollte untersucht werden, ob ein Phagentransfer zwischen CG6 und 

CG7 auch in vivo möglich ist.  

Die Zucht und Infektion der Mäuse und die Gewinnung der Exsudate nach 2 

und 8 Tagen wurde von Andrea Steinhuber im Kantonspital Basel 

durchgeführt. 

 

3.3.1.  Wachstum von CG6 und CG7 im Mausmodell 

Zunächst wurde das Wachstum des Donors und Rezipienten im 

Fremdkörperinfektionsmodell untersucht. Dazu wurden je 4 Mäuse mit CG6 

oder CG7 infiziert (Inokulum 1 x105 KBE/Maus), je 4 Mäuse mit CG6 oder 

CG7 mit einer Inokulummenge von 5 x105 KBE/Maus.  

Sowohl bei Inokulation des Donors als auch des Rezipienten konnte nur in 

einigen Mäusen ein zu erwartendes Wachstum (mindestens 1 x107KBE/ml) 

beobachtet werden (Inokulum mit CG6 bei 2 von 4 Mäusen, Inokulum mit 

CG7 bei 3 von 4 Mäusen) (Abb. 14). Je eine Maus zeigte nach 8 Tagen 

Inkubation eine nur geringe Bakteriendichte im Exsudat (<1 x107 KBE/ml). Bei 

jeweils einer Maus konnte keine Infektion etabliert werden: die 

Mäuseexsudate waren steril. Es war dabei kein Unterschied in der Virulenz 

der beiden Stämme zu erkennen.  

Die Erhöhung der Inokulummengen um das 5-fache führte nicht zu einer 

höheren Rate an etablierten Infektionen von CG6 und CG7 in den Mäusen. 

Bei CG6 und CG7 wurde jeweils bei nur einer Maus die zu erwartende 
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Keimzahl erreicht, bei CG6 war ein Exsudat steril, bei CG7 waren es zwei, die 

Mediane fielen daher geringer aus. 
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Abbildung 14: 
Lebendkeimzahlbestimmung auf Blut (KBE/ml) aus Mäuseexsudaten, gewonnen 
nach 8-tägiger Inkubation der Stämme CG6 und CG7 im Tissue-Cage-Modell. Je 4 
Mäuse wurden mit 1 x105 KBE/Maus, bzw. 5 x105 KBE/Maus (5x) inokuliert.  
(____ Median). 
 
 
 
 
3.3.2. Kokultivierung von CG6 mit CG7 

Es wurden 3 unabhängige Versuche durchgeführt, bei denen je 7 Mäuse mit 

den Inokulum-Mischverhältnissen 1:1, 5:1 und 1:5 mit einem Gesamt-

Inokulum von 1 x105 KBE/Maus infiziert wurden und je 4 Mäuse mit einer 

Gesamt-Inokulummenge von 5 x105 KBE/Maus, ebenfalls in den 

Mischungsverhältnissen 1:1, 5:1 und 1:5. Die nach 8 Tagen Inkubation 

gewonnenen Exsudate wurden jeweils auf Blut und Selektivplatten aufgetropft 

um die Keimzahl zu bestimmen.  
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3.3.2.1. Keimzahlen auf Blutplatten 
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Abbildung 15: 
Lebendkeimzahlbestimmung auf Blut (KBE/ml) aus Mäuseexsudaten im Tissue-
Cage-Modell, gewonnen nach 8-tägiger Kokultivierung des Donors CG6 mit dem 
Rezipienten CG7 in verschiedenen Mischverhältnissen. Es wurden je 11 Mäuse 
infiziert. (_____ Median). 
 
 
 
Die ermittelten Keimzahlen auf Blut der insgesamt 11 Mäuse je 

Mischverhältnis sind in Abb. 15 dargestellt. Die inkonstante Etablierung einer 

Infektion in den Mäusen, wie in 3.3.1. beschrieben, war auch in den 

Mischversuchen zu erkennen. Es waren große Unterschiede in den 

Keimzahlen zu beobachten. Dabei zeigten die Mischverhältnisse 1:1 und 5:1 

die günstigste Etablierungsrate mit Medianen bei 6,5 x106 KBE/ml bzw. 

4,0 x106 KBE/ml. Beim Mischverhältnis 5:1 lag der Median aufgrund der 5 

sterilen Mäuse bei lediglich 4 x103 KBE/ml. 
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3.3.2.2. Keimzahlen auf Selektivplatten 
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Abbildung 16: 
Lebendkeimzahlbestimmung (KBE/ml) auf MH-Blutplatten (Blut) und Selektivplatten 
(TSA-Kanamycin (Kana) 50 µg/ml; TSA-Kanamycin-Tetracyclin (Kana-Tet) 50µg/ml, 
bzw. 3 µg/ml; TSA-Tetracyclin (tet) 3 µg/ml) aus Mäuseexsudaten im Tissue-Cage-
Modell, gewonnen nach 8-tägiger Kokultivierung des Donors CG6 mit dem 
Rezipienten CG7 in den Mischungsverhältnissen 1:1 (A), 1:5 (B) und 5:1 (C) . Es 
wurden je 11 Mäuse infiziert. (_____ Median). 
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Es wäre zu erwarten, dass die Keimzahlen auf den Blutplatten (Donor und 

Rezipient) annähernd denen auf den Selektivplatten (Donor oder Rezipient) 

entsprechen. Jedoch war in den Versuchen auf den Selektivplatten TSA-

Kanamycin und TSA-Tetracyclin eine starke Wachstumsinhibition zu 

beobachten: Die maximalen Keimzahlen auf TSA-Tetracyclin und TSA-

Kanamycin lagen 2 – 3 Zehnerpotenzen unter denen auf Blut (Abb. 16 A-C) 

und auch die Mediane unterschieden sich deutlich. Beim Verhältnis 1:1 (A) 

lag der Median der Keimzahlen auf Tetracyclin-Selektivplatte bei 

7 x103 KBE/ml, auf Kanamycin-Selektivplatte bei 2,5 x103 KBE/ml im 

Vergleich zum Median auf Blut (6,5 x108 KBE/ml). Für die Mischverhältnisse 

1:5 und 5:1 lag der Median aufgrund der niedrigen Keimzahlen und sterilen 

Mäuse bei 0 (B, C). 

 

Ungeachtet dieser Schwierigkeiten zeigten sich folgende Transferergebnisse: 

Auf der Doppelselektivplatte Kanamycin-Tetracyclin wuchsen beim Verhältnis 

1:1 und 5:1 bei je 2 Mäusen Kolonien, beim Verhältnis 1:5 war es bei einer 

(Abb. 16). Diese Kolonien wurden gepickt und auf MH-Blut ausgestrichen um 

sie auf Hlb-Konversion hin zu überprüfen. Alle gepickten Kolonien waren Hlb-

negativ. Es handelte sich somit um durch Phagentransfer entstandene 

Lysogene, ein Transfer von Φ13kana hat also in diesen Mäusen 

stattgefunden. 

 

3.3.3. Berechnung der Phagentransferrate 

Aufgrund der inkonstanten Etablierung von Infektionen in den Mäusen und 

der Inhibition des Wachstums auf den Selektivplatten konnten zur  

Auswertung nur einige der Mäuse herangezogen werden: Es wurden Mäuse 

gewählt, die eine Keimzahl auf Blut von mindestens 5 x106 KBE/ml aufwiesen 

und sowohl auf TSA-Kanamycin-Platten als auch auf TSA-Tetracyclin-Platten 

ein Wachstum zeigten. Von den insgesamt 11 Mäusen, die mit dem Donor-

Rezipientenverhältnis 1:1 inokuliert worden waren entsprachen 3 Mäuse 

diesen Kriterien, beim Verhältnis 5:1 waren es 2 Mäuse. Beim Verhältnis 1:5 

konnten 5 Mäuse zur Auswertung herangezogen werden.  
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Da sich die Inhibition der Tetracyclinresistenz sowohl auf die Koloniezahlen 

auf der Tetracyclinplatte (Rezipient) als auch auf der Kanamycin-

Tetracyclinplatte (Lysogen) auswirkte (siehe 3.2.1.), konnte die 

Phagentransferrate (das Verhältnis Lysogene/Rezipient) trotz dieser Inhibition 

berechnet werden. Sie unterschied sich nicht wesentlich zwischen den 

einzelnen Mischverhältnissen (6,3 x10-4 beim Mischungsverhältnis 1:1, 

1,1 x10-3 bei 5:1 und 1,2 x10-3 bei 1:5) (Abb. 17). Drückt man den 

Phagentransfer in KBE auf Kanamycin-Tetracyclin in % der KBE auf 

Tetracyclin aus, so errechnen sich Transferraten von rund 0,06 - 0,1 %. Die in 

vitro Transferraten lagen deutlich unter diesen Werten (zw. 0,00002 % und 

0,0004 % = 0,2 – 4 x10-6). 
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Abbildung 17: 
Phagentransferrate (Verhältnis der koloniebildenden Einheiten (KBE/ml) auf 
Kanamycin-Tetracyclin-Platten / KBE auf Tetracyclin-Platten), bestimmt nach 8-
tägiger Inkubation des Donors CG6 (8325-4Φ13kana) mit dem Rezipienten CG7 
(8325-4tet) in unterschiedlichen Mischungsverhältnissen. Zur Ermittlung der 
Mittelwerte (MW) wurden die Werte aus 3 unabhängigen Versuchen herangezogen 
(+/- Standardabweichung). 
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3.4. Lysogenisierungsexperimente mit freien Phagen 

 
3.4.1. Lysogenisierung verschiedener Stämme 

Aus dem lysogenen S. aureus-Stamm CG6 (8325-4Φ13kana) wurde durch 

Induktion mit Mitomycin und einem Anreicherungsschritt ein Φ13kana-

Phagenlysat mit freien Phagen gewonnen und dessen Phagentiter bestimmt 

(2 x106 Phagen/ml). Dieses Lysat wurde dafür verwendet andere S. aureus-

Stämme zu lysogenisieren. Folgende S. aureus-Stämme, die aus 

Patientensputen isoliert worden waren, wurden verwendet: S90, S158, 

CFS555, K106B, 19sa, 40a, 47a, der delysogenisierte Stamm S64c und der 

Laborstamm 8325-4. Jeder dieser Stämme war zu Beginn hlb-positiv, enthielt 

also keinen hlb-konvertierenden Phagen, und war sensibel für Kanamycin. 

Daneben sollten auch hlb-lysogene Stämme untersucht werden (CG1 (8325-

4Φ13) und S64). 

Tabelle 5: 
Verschiedene S. aureus-Stämme nach Inkubation mit Φ13kana-Lysat 

  
S. aureus 

Ausgangs-
stämme  

 
Wachstum auf 

Kanamycin-
Selektivplatte 1 

 
Nachweis von 

Φ13kana im Blot  2 

S90 + - 

S158 + - 

CFS555 + - 

K106B + - 

19sa + - 

40a + - 

47a + - 

S64c + + 

nicht-

lysogene 

Stämme 

(Hlb-positiv) 

8325-4 + + 

S64 + + lysogene 

Stämme CG1(8325-4Φ13) + + 
 

1 Wachstum auf Kanamycin-Selektivplatte nach Inkubation mit Φ13kana 
2 Banden im Southern-Blot mit den Sonden für die Φ13kana-kodierten Gene sak und 
  aphA3 (Kanamycinresistenzgen) 
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Die Stämme wurden für 4 h mit 50 µl des Φ13kana-Phagenlysats bebrütet 

und dann auf Kanamycin-Selektivplatten und MH-Blutplatten aufgetropft. 

Einzelne Kolonien von den Kanamycin-Selektivplatten wurden anschließend 

mittels PFGE und Hybridisierung mit den phagenkodierten Genen sak und 

aphA3 (Kanamycinresistenzgen) auf eine stattgefundene Lysogenisierung 

überprüft (Southern-Blot).  

 

Bei allen Stämmen waren Kolonien auf der Kanamycin-Selektivplatte zu 

beobachten. Jedoch zeigten sich alle Derivate der Patientenstämme mit 

Ausnahme von S64c und S64 in der PFGE und Hybridisierung als negativ für 

diese phagenkodierten Gene sak und aphA3. Sie hatten also den Phagen 

nicht ins Genom aufgenommen. Die beobachteten Kolonien auf der 

Kanamycin-Selektivplatte müssen durch Auftreten von Spontanresistenzen 

erklärt werden. In den Stämmen S64, S64c und in den beiden Laborstämmen 

8325-4 und CG1 konnte jedoch eine Lysogenisierung mit Φ13kana 

nachgewiesen werden (Tab. 5; Abb. 18B und C). In Abb. 18 ist das PFGE-

Bild und die Southern-Blot-BiIder der nicht-lysogenen S. aureus-

Ausgangsstämme S64c und 8325-4 (keine Banden im sak und aphA3-Blot), 

sowie der lysogenen Ausgangstämme S64 (Bande bei 113 kB im sak-Blot, 

was dem S64-Prophagen entspricht) und CG1 (Bande bei 160 kB im sak-

Blot, was dem Φ13-Prophagen entspricht) zu sehen. (Der S64-Prophage 

enthält eine SmaI-Schnittstelle, es entstehen 113 kB große Restriktions-

stücke. Prophage Φ13kana enthält keine Schnittstelle für SmaI, was zu 

160 kB großen Banden führt.) 
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Abbildung 18: 
PFGE nach Smal-Verdau (A) und Hybridisierung mit sak (B) und aphA3 (C) der 
S. aureus-Ausgangsstämme 8325-4, S64c, CG1(8325-4Φ13) und S64 und deren 
Φ13kana-Lysogene. col: S. aureus-Referenzstamm. Erläuterung siehe Text.  
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Zudem zeigt Abb. 18 die Integration von Φ13kana ins bakterielle Genom nach 

Inkubation der Ausgangstämme mit einem Φ13kana-Phagenlysat: Im neu-

lysogenisierten Stamm S64cΦ13kana konnte die Aufnahme von Φ13kana ins 

bakterielle Genom im sak- und aphA3-Blot verifiziert werden (Banden bei 

160 kB). Im Stamm S64 konnte nach Kontakt mit Φ13kana eine Verdrängung 

des bestehenden S64-Prophagens durch Φ13kana festgestellt werden: Es 

wurde eine Bande im sak- und aphA3-Blot bei 160 kB (entspricht Prophage 

Φ13kana) und eine Bande bei ca. 50 kB nur im sak-Blot (entspricht dem 

verdrängten, freien S64-Phagen) beobachtet. Die ursprüngliche S64-

Prophagen-Bande bei 113 kB fehlte. 

In den neu-lysogenisierten Stämmen 8325-4Φ13kana und CG1Φ13kana trat 

das so genannte Leiterstruktur-Phänomen auf. Der neu erworbene Prophage 

Φ13kana (Bande bei 160 kB) replizierte sich. Die beim 

Phagenreplikationsvorgang („rolling circle“) entstehenden Concatemere 

(aneinanderhängende replizierte Phagengenome) wurden als zusätzliche 

Banden (> 160 kB) im sak- und aphA3-Blot sichtbar.  
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3.4.2. Ermittlung der Lysogenisierungsrate 

Für die lysogenisierungsfähigen Stämme 8325-4, S64c, CG1 und S64 

wurden die Lysogenisierungsraten bestimmt: Die Stämme wurden für 4 h mit 

50 µl des Φ13kana-Phagenlysats (Titer: 2 x106 Phagen/ml) bebrütet und dann 

auf TSA-Kanamycin-Selektivplatten und MH-Blutplatten in Verdünnungs-

stufen aufgetropft und die KBE bestimmt. Die Lysogenisierungsrate wurde 

berechnet (Abb. 19). Die höchste Lysogenisierungsrate wurde im 

Laborstamm 8325-4 erzielt (4,3 x10-5), im Patientenstamm S64c konnte 

ebenfalls eine, wenn auch geringere, Lysogenisierung festgestellt werden 

(0,12 x10-5). Die beiden lysogenen Stämme 8325-4Φ13 und S64 zeigten 

Lysogenisierungsraten von 0,01 x10-5 (CG1) bzw. 0,04 x10-5 (S64). 
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Abbildung 19: 
Lysogenisierungsrate (KBE auf Kanamycin-Platten (100 µg/ml) / KBE auf MH-
Blutplatten) des phagenfreien Laborstamms 8325-4 und Patientenstamms S64c und 
der hlb-Phagen-Lysogene CG1 (8325-4Φ13) und S64 nach 4-stündiger Inkubation 
mit Phagenlysat Φ13kana (Titer: 2 x106 Phagen/ml). Die Mittelwerte wurden aus 2 
separaten Versuchsansätzen errechnet (+/- Standardabweichung). 
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4. Diskussion 

 

4.1. Induktion, Replikation und Transfer von S. aureus-Phage Φ13 unter 

verschiedenen infektionsrelevanten Bedingungen 

 
4.1.1. Spontan 

Die spontane Induktion von Prophagen lässt sich durch das Auftreten von 

spontanen DNA-Schäden erklären, d.h. Schäden, die nicht durch 

experimentelle Manipulation, z.B. durch Zugabe von induzierenden 

Antibiotika, entstehen [20]. Für λ wird geschätzt, dass in ca. 10-30 % der 

Zellen einer Population solche Schäden auftreten und in 0,1-0,01 % die 

daraus entstehende SOS-Antwort groß genug ist, um zur Induktion von 

Prophagen zu führen [61]. Die spontane Induktionsrate für Φ13 betrug in 

dieser Arbeit ca. 0,01 % (Abb. 4B). Jedoch kann sie sehr unterschiedlich sein. 

Für den S. aureus-Stamm Newman beschrieben Bae et al. eine spontane 

Induktion der Phagen ΦNM1, 2 und 4 von nur 0,001 %. ΦNM3 zeigte 

dagegen keine spontane Induktion und ließ sich auch mit Mitomycin nicht 

induzieren [3]. Die am Laktokokken-Phagen ΦLC3 durchgeführten 

Experimente ergaben je nach Laktokokkenstamm sogar Induktionsraten von 

0,1 – 9,0 % (ermittelt mit Real-Time-PCR-Strategie) und wiesen eine gewisse 

Temperaturabhängigkeit auf [65]. Es zeigt sich also, dass die Stabilität des 

Phagenrepressors und somit die Stabilität der Lysogenität sehr variabel sein 

kann. Die um ein 5-faches höhere spontane Induktion von Φ13kana im 

Stamm CG6 im Vergleich zu Φ13 im Stamm CG1 könnte mit der 

vorangegangenen Mutagenisierung des Phagens erklärt werden, durch die es 

zu Veränderungen am Phagenrepressor gekommen sein könnte.  

 

Die nach erfolgter Induktion replizierten und freigesetzten neuen Phagen 

werden mit der Burst-size beschrieben. Diese liegt beim E. coli-Phagen λ bei 

ca. 100 [10], für S. aureus SA113 und Newman wird von einer Burst-size von 

150 Phagen pro induzierter Zelle ausgegangen [3]. Beim lytischen S. aureus-

Phagen ΦMR11 liegt sie bei ca. 100 [69]. 
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Diese Zahlen, wie auch die oben genannten Induktionsraten bei λ und 

Newman, sind Ergebnis von Titerbestimmungen durch Phagentropfassays 

nach Induktion der Lysogene, eine Methode, die mit einer gewissen 

Ungenauigkeit einhergeht und deren Ergebnisse oft vom verwendeten 

Indikatorstamm abhängt [88]. Daher wurde von Lunde et al. eine weit 

sensitivere Methode für die Bestimmung von Phagen in deren Lebenszyklus 

eingeführt, die auf einer Quantifizierung spezifischer Phagen- und Bakterien-

DNA mittels Real-Time-PCR beruht [64]. Sie wurde auch in der vorliegenden 

Arbeit angewandt. Mit dieser Methode ergaben sich beim Laktokokken-

Phagen ΦLC3 Zahlen von 10 - 60 ΦLC3-Partikel pro induzierter Zelle, was 

indirekt mit der Burst-size gleich gesetzt werden kann. Lunde et al. 

verwendeten Inkubationstemperaturen von 15 bzw. 30 °C und es waren 

starke Schwankungen in der Burst-size in den verschiedenen lysogenen 

Laktokokken-Stämmen auszumachen. Daraus wurde geschlossen, dass die 

Vermehrung von ΦLC3 nach Induktion vom Wirtsbakterienstamm abhängig 

ist [66]. Diese Beobachtung lässt vermuten, dass die Burst-size nicht nur von 

Stamm zu Stamm sehr variabel ist, sondern sich in verschieden 

Bakterienarten ebenfalls unterscheidet.  

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelte Burst-size von ca. 3000 Φ13-

Genome pro induzierter S. aureus-Zelle erscheint trotz dieser in der Literatur 

beobachteten Variabilität sehr hoch. Dies könnte eine Eigenart des Φ13-

Phagens in S. aureus sein und sollte weitergehend auch an anderen 

S. aureus-Stämmen untersucht werden. Daneben wäre denkbar, dass ein 

methodischer Fehler in der Real-Time-PCR zu zu niedrigen hlb-Werten 

geführt haben könnte und somit die Burst-size (Anzahl extrachromosomaler 

Phagen-DNA pro Kopie hlb) zu hoch berechnet wurde. Hierfür sprechen die 

vergleichsweise niedrigen berechneten Induktionsraten (Anzahl 

wiederhergestellter hlb in Prozent der Gesamtmenge an Wirtsgenomen): Die 

Induktion von Φ13 wurde bei Goerke et al. durch die Frequenz der Hlb-

Konversion quantifiziert und ergab für Ciprofloxacin eine Rate von größer 1 % 

[31] im Vergleich zu 0,2 % Induktion in dieser Arbeit. Um dies zu eruieren 



4. DISKUSSION 

60                                

müssen weitere Optimierungsschritte in der Bestimmung des hlb 

unternommen werden. 

Die auf die Lysogene einwirkenden induzierenden Stimuli hatten keinen 

Einfluss auf die Zahl neu gebildeter Phagen (die Burst-size war unter allen 

Bedingungen in etwa gleich), was zu erwarten war, da es sich immer um den 

selben Bakterienstamm handelte. 

 

In den bisher aufgeführten Ergebnissen wurde die Mobilisation von Phagen 

über die Induktion beschrieben. Daneben wurde in dieser Arbeit eine 

Methode etabliert, mit der es mittels resistenzmarkiertem S. aureus-Stamm 

und Φ13-Phage möglich ist, den Transfer von Bakteriophagen zwischen dem 

Donor- und Rezipientenstamm zu untersuchen. Beim Donor handelte es sich 

um ein Φ13kana-Lysogen des Stamms 8325-4, der Rezipient (ebenfalls 

Stamm 8325-4) hat durch Mutagenisierung eine Tetracyclinresistenz erhalten. 

Mit dieser Methode konnte ein Transfer von Phage Φ13kana vom 

Donorstamm auf den Rezipientenstamm auf Kanamycin-Tetracyclin-

Selektivplatten nachgewiesen werden. Die Rate des spontanen Transfers war 

dabei gering (2 bis 3 von 1 000 000 Rezipientenzellen hatten während der 

Kokultivierung einen Phagen aufgenommen).  

 

 

4.1.2. Antibiotika 

DNA-schädigende Vorgänge und die damit verbundene zelluläre SOS-

Antwort können zu einer Inaktivierung des Phagenrepressors führen und 

somit zur Induktion des Prophagens [61].  

Die von Goerke et al. [31] gezeigte induzierende Wirkung von Ciprofloxacin 

auf den Prophagen Φ13 im S. aureus-Stamm CG1 konnte in der vorliegenden 

Arbeit bestätigt werden. Diese induzierende Wirkung von Ciprofloxacin 

spiegelt sich auch im ermittelten Phagentransfer wieder. So konnte unter 

Ciprofloxacinzugabe ein erhöhter Phagentransfer beobachtet werden.  

Ein induzierender Effekt von Trimethoprim auf Φ13, wie er von Goerke et al. 

beschrieben worden war, konnte nicht gezeigt werden. Dieser Effekt kam 
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jedoch bei einer TMP-Konzentration von 1 MIC zustande. Im vorliegenden 

Versuch war eine subinhibitorische Konzentration eingesetzt worden 

(1/2 MIC). Eine Konzentrationsabhängigkeit für die Induktion durch Antibiotika 

wurde bei Goerke et al. gezeigt [31]. Obwohl in den Induktionsversuchen kein 

wesentlicher induzierender Effekt von subinhibitorischem Trimethoprim 

beobachtet worden war, kam es dennoch zu einem gesteigerten Transfer von 

Φ13kana unter dieser Inkubationsbedingung. Das Ausmaß des Phagen-

transfers kann somit nicht allein mit dem Ausmaß der Induktion im Donor 

erklärt werden. Eigenschaften des Rezipienten, die die Aufnahme und 

Integration des Phagens betreffen, müssen ebenso eine Rolle spielen. Es 

wäre zu vermuten, dass Trimethoprim diese Eigenschaften des Rezipienten 

beeinflusst. 

Es wurde beobachtet, dass S. aureus-Genomveränderungen bei CF-

Patienten signifikant häufiger sind als Genomveränderungen in gesunden 

S. aureus-Trägern in der Nase. Diese Genomveränderungen konnten auf die 

Mobilisierung von hlb-konvertierenden Phagen zurückgeführt werden [33]. 

Diese in vivo Phagenmobilisation könnte mit der regelmäßigen 

Antibiotikaexposition zu tun haben, da CF-Patienten neben der Therapie von 

akuten Exacerbationen auch teilweise eine prophylaktische Dauerantibiose 

erhalten. Hierzu werden zum Teil auch die Antibiotika Ciprofloxacin und 

Trimethoprim eingesetzt [70; 89]. Welche Auswirkungen diese 

Phagenmobilisation und möglicher Phagentransfer unter Antibiotika im CF-

Patienten auf den Verlauf und die Prognose der Erkrankung hat, lässt sich 

jedoch an dieser Stelle nicht beantworten.  

 

 

4.1.3. Temperatur 

Als weiterer Faktor, der während Infektionen vorkommt, ist eine erhöhte 

Körpertemperatur zu nennen. Es zeigte sich jedoch, dass eine 

Inkubationstemperaturerhöhung auf 42 °C in vitro keinen induzierenden Effekt 

auf den lysogenen S. aureus-Stamm hatte. Die Anzahl replizierter Phagen 

war nicht verändert. Unter 42 °C kam es zu keinem v erstärkten Transfer von 
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Φ13kana. Eine erhöhte Temperatur scheint daher zu keiner nennenswert 

erhöhten SOS-Antwort in S. aureus zu führen.   

Beim Shigatoxin-produzierenden E. coli-Stamm STEC war sogar beobachtet 

worden, dass eine Erhöhung der Inkubationstemperatur zu einer geringeren 

Produktion von Shigatoxin führt, was ein indirekter Hinweis auf eine 

reduzierte Induktion des Shigatoxin-tragenden Phagen unter 42 °C ist [45]. 

 

 

4.1.4. Anaerobiose 

Worlitzsch et al. [117] hatten beobachtet, dass während Infektionen im 

Bronchialtrakt von CF-Patienten teilweise anaerobe Bedingungen herrschen. 

Es kam in den vorliegenden in vitro-Versuchen unter anaeroben 

Wachstumsbedingungen jedoch zu keiner veränderten Induktion und 

Replikation und zu keinem veränderten Transfer. Auch in der Literatur gibt es 

keine Hinweise, welchen Einfluss Anaerobiose auf das bakterielle SOS-

System hat. Jedoch wurde in der oben zitierten Arbeit an STEC neben der 

Inkubationstemperatur auch der Einfluss von anaeroben Wachstums-

bedingungen auf die Shigatoxin-Bildung untersucht [45]. Dabei zeigte sich 

auch unter anaeroben Bedingungen eine verminderte Toxinproduktion und 

somit eine verminderte Induktion. 

 

 

4.1.5. Sputum 

Die Entdeckung eines phageninduzierenden Faktors aus humanen 

pharyngealen Epithelzellen [9] und die induzierende Wirkung von ROS und 

H2O2, während Infektionen von Abwehrzellen gebildet [106, 107], zeigt, dass 

nicht nur exogene Faktoren wie Antibiotika während Infektionen zu einer 

Induktion von Prophagen führen können, sondern auch wirtseigene Faktoren 

eine Rolle spielen. Das Sputum von CF-Patienten mit chronischen 

Atemwegsinfekten könnte solche Faktoren enthalten. Mit der hier 

angewandten Methode ließ sich diese Vermutung beim S. aureus-Phagen 

Φ13 jedoch nicht bestätigen.  
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4.1.6. Beitrag freier Phagen aus dem Überstand zur Transferrate 

Die Versuche zeigten, dass sowohl während der Inkubationszeit induzierte 

Phagen, als auch schon in der Donorlösung enthaltene freie Phagen den 

Rezipienten lysogenisieren können und somit zur Transferrate beitragen, 

wenn auch in viel geringerem Maße. Es wäre zu erwarten, dass Überstände 

von Donor-ÜN-Kulturen mehr Phagen enthielten als Überstände aus 4 h-

Kulturen und so eine höhere Transferrate erzielen. Das Gegenteil wurde 

beobachtet. Dies lässt sich erklären mit der Beobachtung, dass es in 

lysogenen Bakterienkulturen zu einer Abnahme des Phagentiters in der 

späten exponentiellen und der stationären Wachstumsphase kommt und 

somit weniger Phagen für einen Transfer in den Rezipienten zur Verfügung 

stehen. Zwei Ursachen konnten hierfür identifiziert werden: (i) S. aureus 

produziert Proteasen als sekundäre Virulenzfaktoren, welche Wirtsproteine 

abbauen und somit die Etablierung einer Infektion ermöglichen [41; 42]. 

Resch et al. haben beschrieben, dass diese Proteasen ebenso 

Bakteriophagen inaktivieren und dabei zum Abfall von Phagentitern führen 

[87]. (ii) Die vermehrte Bindung von Phagen an den bakteriellen 

Teichonsäure-Rezeptor und Injektion ihrer DNA in Bakterienzellen führt zur 

Reduktion des Phagentiters in lysogenen Kulturen in der stationären 

Wachstumsphase [3]. Diese Injektion bleibt jedoch ohne Folgen, da die 

lysogene Zelle immun gegen Superinfektionen ist (siehe unten).  

 

 

4.1.7. Bakterielle Wachstumsbedingungen 

Bedingungen, die das Wachstum der Donor- und Rezipientenzellen 

beeinträchtigen, zeigten in den Versuchen einen Einfluss auf die 

Transferraten von Φ13kana. So führten eine erhöhte Bakteriendichte und das 

wahrscheinlich damit verbundene knappere Nährstoffangebot im 

Versuchsansatz zu einer verminderten Transferrate. Dies könnte daran 

liegen, dass der lysogene Infektionsweg favorisiert wird. Dies geschieht durch 

eine verstärkte Repression des lytischen Wegs, wenn die Zellen über das 

exponentielle Wachstum hinaus sind oder schlechte Nahrungsbedingungen 
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im Medium herrschen („old and starved cells“)[25; 115]. Laut Echols könnte 

der physiologische Nutzen dieser „old and starved“-Regulation sein, den 

lytischen Infektionsweg zu verhindern unter Bedingungen, in denen die 

Bakterienzellen schlecht ausgestattet sind für die Produktion einer großen 

Zahl neuer Phagenpartikel [25].  

Neben den Wachstumsbedingungen zeigte auch die Wachstumsphase des 

Rezipienten einen Einfluss auf die Transferrate. Die höhere Transferrate von 

Φ13kana bei Verwendung des Rezipienten aus der ÜN-Kultur könnte ihren 

Ursprung in einer höheren Phagenrezeptordichte an der Zelloberfläche von 

Bakterien in der stationären Wachstumsphase haben und damit einer 

verbundenen vermehrten Adsorption.  

 

 

4.1.8. Mischkulturexperimente: Methodendiskussion  

Für die Untersuchung des Einflusses verschiedener infektionsrelevanter 

Stimuli auf den Phagentransfer waren 4 unabhängige Versuche durchgeführt 

worden (Kapitel 3.2.2.1). Jedoch wurde nur ein Versuch exemplarisch 

dargestellt, welcher die Tendenz in den Ergebnissen der 4 Versuche 

wiedergibt. Die großen Schwankungen zwischen den einzelnen Versuchen 

ließen eine gemeinsame Auswertung nicht zu. Ein Grund für diese schlechte 

Reproduzierbarkeit könnte in der Methode zur Bestimmung der KBE liegen. 

Kleine Ungenauigkeiten beim Verdünnen der Bakteriensuspensionen und 

beim Auszählen der Kolonien wirkten sich v. a. in den höheren 

Verdünndungsstufen als große Varianz aus. Zudem befanden sich die Zahlen 

auf der Doppelselektivplatte an der unteren Nachweisgrenze. 
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4.1.9. in vivo: Mausmodell 

In den in vitro-Versuchen konnte gezeigt werden, dass Phagentransfer 

zwischen den 8325-4-Stämmen CG6 und CG7 stattfindet und es wurden 

Stimuli ermittelt, die diesen Transfer begünstigen. Im Tissue-Cage-Modell an 

Mäusen konnte der Transfer von Φ13kana zwischen den Stämmen ebenso in 

vivo nachgewiesen werden.  

Sowohl bei Einzelinkubation mit nur dem Donor oder Rezipient als auch in 

den Mischkulturen war eine Infektion der Mäuse möglich, jedoch nicht in allen 

Mäusen. Diese inkonstante Etablierung einer Infektion in den Mäusen und die 

großen interindividuellen Unterschiede in den Keimzahlen der einzelnen 

Mäuseexsudate könnten mit einer grenzwertigen Inokulummenge an 

Bakterien erklärt werden. Einige Mäuse waren dazu in der Lage, die Infektion 

abzuwehren, bei anderen Mäusen könnte die Keimzahl gerade hoch genug 

gewesen sein, um eine Infektion zu etablieren. Im dritten Versuch wurde 

daher die Inokulummenge erhöht (auf 5 x105 KBE/Maus). Diese 

Inokulummenge war jedoch nicht ausreichend und blieb ohne Auswirkung auf 

die Gleichmäßigkeit der Ergebnisse (Kapitel 3.3.1.). Andere Arbeiten zum 

Tissue-Cage-Modell hatten gezeigt, dass Inokulummengen von 

5 x103 KBE/Maus [49] und 1 x104 KBE/Maus [71] bei Verwendung derselben 

Mäuse (C 57 BL/6-Mäuse, 10-12 Wochen alt) ausreichend waren. Als 

S. aureus-Stamm war in diesen Arbeiten der Stamm SA113 verwendet 

worden. Dieser Stamm ist eine Variante des Stamms 8325 und trägt somit 

alle ursprünglichen 8325-Phagen. Kristian et al. konnten zeigen, dass bei 

SA113-Mutanten im dtl-Gen (dtl-) 500-1000-fach höhere Inokulummengen 

nötig waren um eine Infektion im Tissue-Cage-Modell zu etablieren. Das dtl-

Gen kodiert für ein Protein, welches den Einbau von Alanin in Teichonsäure, 

einem S. aureus-Zellhüllenpolymer, katalysiert und damit das Bakterium vor 

der Immunabwehr des Wirts schützt [49]. Der S. aureus-Stamm Newman, 

ebenfalls ein klinisches Isolat, besitzt ähnlich wie Stamm 8325 vier 

Prophagen. Prophage ΦNM3 trägt dabei ähnlich wie Φ13 u. a. die 

Virulenzfaktoren SEA, SAK, CHP und SCN. Der Verlust dieser Prophagen 

führt auch bei Newman zu einem Verlust an Infektiösität in der Maus [3]. 
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Ausgehend von diesen Ergebnissen wäre zu vermuten, dass die in dieser 

Arbeit verwendeten Stämme CG6 und CG7 durch die in der 

vorangegangenen Mutagenese durchgeführten Veränderungen, anfälliger für 

die Immunabwehr der Mäuse geworden sind und aufgrund der fehlenden 

ursprünglichen 8325-Phagen an Virulenz verloren haben. Dies zeigt, dass 

Bakteriophagen einen essentiellen Beitrag zur Pathogenese von Bakterien 

leisten.  

Ein weiteres Problem im Zusammenhang mit dem Mausmodell war die starke 

Inhibition im Wachstum von Rezipient und Donor auf den jeweiligen 

Selektivplatten. Genprodukte, die zu einer Resistenz gegen ein Antibiotikum 

führen, liegen nicht ständig aktiv in der Zelle vor. Vielmehr werden die 

jeweiligen Resistenzkassetten erst bei Kontakt des Bakteriums mit dem 

entsprechenden Antibiotikum induziert und die Resistenzdeterminanten, z.B. 

Enzyme, die zur Inaktivierung von Antibiotika führen, gebildet. Bei Kontakt der 

Bakterien mit dem Antibiotikum kann dieses also seine bakterizide Wirkung 

ausüben, bis der Induktions-Transkriptions-Translations-Mechanismus in den 

Zellen greift.  

Die Tetracyclinresistenzinhibition war schon in den in vitro-Versuchen 

aufgefallen und konnte dort durch Zugabe von Anhydrotetracyclin (AHT) 

minimiert werden (Kapitel 3.2.1.). AHT wirkt als effizienter Induktor des 

Tetracyclin-Promotors [95]. 

Auch in den Mäuseversuchen wurde dem Exsudat das Tetracyclinanalogon 

AHT zugegeben, jedoch scheint eine Inkubation für 1 h nicht ausreichend, um 

die Tetracyclinresistenzkassette zu induzieren. In den Vorarbeiten zur 

Testung der Wirkung des AHTs auf die Anzüchtbarkeit des CG7 auf 

Tetracyclinplatten (siehe 3.2.1.) wurde eine Inkubationsdauer von 4 Stunden 

angesetzt, was zu einer Annäherung der Keimzahlen auf der Selektivplatte an 

die Keimzahlen auf Blut führte. 

Eine Inhibition der Kanamycinresistenz wurde in den in vitro-Versuchen nicht 

beobachtet, war aber ausgeprägt in den in vivo-Versuchen vorhanden. Im 

Vergleich zu den in vitro-Versuchen liegen die aus dem Mausmodell 

kommenden Bakterien in einem Stoffwechsel-inaktiven Zustand vor. Die 
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Kanamycinresistenzenzyme müssen erst induziert werden. Hier sollten 

weitere Methoden etabliert werden, die die Anzüchtbarkeit der Stämme aus 

dem Mausmodell auf den Selektivplatten optimieren. 

Da anzunehmen ist, dass sich die Tetracyclinresistenzinhibition auch im 

Mausmodell auf das neue doppelresistente Lysogen (CG19) auswirkt, wie in 

den in vitro-Versuchen gezeigt (Kapitel 3.2.1), sind die absoluten Zahlen neu 

entstandener Lysogene wahrscheinlich zu niedrig. Geht man davon aus, dass 

die Inhibition sich in gleichem Maße auf das Lysogen wie auf den Rezipienten 

auswirkt, so lässt sich dennoch eine Phagentransferrate berechnen. Dabei 

waren die Transferraten in vivo (ca. 0,06 - 0,1 %) (siehe 3.3.3.) höher als in 

vitro (ca. 0,00002 – 0,0004 %) (Kapitel 3.2.2.). Zieht man darüber hinaus in 

Betracht, dass sich die Kanamycinresistenzinhibtion ebenfalls auf die 

Lysogene auswirkt, so muss von noch höheren Lysogenabsolutzahlen und 

damit verbunden einer noch höheren Transferrate im Mausmodell 

ausgegangen werden. Diese Inhibition könnte auch dazu geführt haben, dass 

bei nur ein bzw. zwei Mäusen je Mischverhältnis überhaupt Lysogene auf der 

Doppelselektivplatte gewachsen sind. Diese Beobachtung lässt darauf 

schließen, dass die Einflüsse, die in vivo auf die Phageninduktion und den 

Transfer von Phagen einwirken, vielseitig sind und nicht mit einzelnen der in 

vitro gefundenen Faktoren erklärt werden kann. 

Die Phagentransferrate berechnet sich aus dem Verhältnis der neu 

entstandenen doppelselektiven Lysogene zu der Rezipientenzahl. Daher 

könnten die verhältnismäßig hohen Transferraten in vivo mit einem 

eventuellen Selektionsvorteil der lysogenen Bakterien gegenüber den nicht-

lysogenen Rezipienten erklärt werden. Bei Einzelkultivierung in der Maus 

hatte sich zwar keine Überlegenheit in der Virulenz des lysogenen Donors 

gegenüber des nicht-lysogenen Rezipienten ergeben, jedoch könnte es bei 

Kokultivierung der beiden Stämme zu einem Selektionsvorteil für den 

lysogenen Donor aufgrund des Virulenzfaktoren-tragenden Phagen kommen. 

Beträfe dieser Selektionsvorteil auch die neu entstandenen „Transfer“-

Lysogene, so würde dies zu der hohen Transferrate beitragen. Dieser 

Umstand sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 
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4.2. Aufnahme von Bakteriophagen 

 
4.4.1. Lysogenisierung von klinischen Isolaten 

Die Mischkulturexperimente zeigten, dass der Transfer von Φ13kana 

zwischen 8325-4-Stämmen möglich war, in den Lysogenisierungsversuchen  

war aber die Aufnahme von Φ13kana in klinische Isolate blockiert (Kapitel 

3.4.1.) Keines der verwendeten hlb-positiven Patientenisolate, mit Ausnahme 

von S64c, ließ sich mit Phage Φ13kana lysogenisieren. 

Waldorn et al. postulierten in ihrer Arbeit, dass das so genannte Sau1 Typ I-

Restriktions-Modifikationssytem für diese Blockierung eine hauptsächliche 

Rolle spiele [109]: Im Labor gestaltet sich die genetische Manipulation, die 

Aufnahme von Fremd-DNA, des S. aureus als schwierig. Nur ein Stamm 

RN4220, ist bekannt, der z.B. E. coli-Plasmide durch Elektroporation 

aufnimmt. RN4220 ist ein Derivat des Stamms 8325-4, welcher wiederum 

eine phagenlose Variante des klinischen Stamms 8325 (auch als RN1 oder 

PS47 bekannt) ist. Weder 8325-4 noch 8325 können E. coli-DNA aufnehmen. 

Jedoch ist der Transfer von mobilen genetischen Elementen (MGE) durch 

Transduktion zwischen diesen beiden Stämmen möglich.  

Waldron et al. stellten fest, dass diese Fähigkeit des Stamms RN4220 Fremd-

DNA aufzunehmen, durch eine Mutation im sau1hsdR-Gen zustande kommt 

[109]. Dieses Gen ist Teil des Sau1 Typ I- Restriktions-Modifikationssystems. 

Sau1 wurde in jedem der 9 sequenzierten S. aureus-Stämme gefunden. 

RN4220 mit wiederhergestelltem sau1hsdR war resistent gegenüber 

Bakteriophagen, aber nur wenn der Phage aus einem S. aureus einer 

anderen Abstammungslinie stammte.  

Es sind 10 dominante S. aureus-Abstammungslinien bekannt [58]. Waldron 

et al. [109] wiesen wesentliche Variationen in den zwei Sequenz-Spezifitäts-

Genen des Sau1-Systems (sau1hsdS1 und Sau1hsdS2) zwischen 

verschiedenen S. aureus-Isolaten nach. Diese Variationen korrespondierten 

mit den 10 bekannten S. aureus-Abstammungslinien. Ein Transfer ist daher 

zwischen Stämmen derselben Linie möglich, nicht jedoch zwischen fremden 

Linien und anderen Spezies. 
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Innerhalb der 10 Abstammungslinien fanden Lindsay et al. [58] wesentliche 

Unterschiede in der Zusammensetzung der MGE und ihren assoziierten 

Virulenz- und Resistenzgenen. Diese hohe Variation führten sie auf einen 

häufigen horizontalen Gentransfer innerhalb der Abstammungslinien zurück, 

was sich mit den Beobachtungen von Waldron et al. deckt. Diese nehmen an, 

dass Sau1 der Hauptmechanismus sowohl für die Blockade des Transfers 

von Resistenzgenen und anderen MGE aus anderen Spezies in S. aureus als 

auch für die Kontrolle der Ausbreitung von Resistenzgenen zwischen 

S. aureus-Isolaten verschiedener Abstammungslinien ist. Sau1 ist auch 

verantwortlich für einen erschwerten Transfer von genetischem Material aus 

Enterokokken durch Konjugation, einem Modell für den Transfer von 

Vancomycinresistenz. Dies könnte erklären, warum bisher nur vier 

Vancomycin-resistente S. aureus-Stämme identifiziert wurden trotz hohem 

Selektionsdruck in der klinischen Umgebung [109]. 

Es ist also anzunehmen, dass die in dieser Arbeit verwendeten 

Patientenisolate, mit Ausnahme von S64c, einer anderen Abstammungslinie 

entstammten als der Φ13-tragende 8325, sich daher im Sau1-Restriktions-

Modifikations-System unterschieden und somit in der Lage waren, Φ13 durch 

ihr R/M-System abzuwehren. 

 

 

4.4.2. Lysogenisierung von hlb-lysogenen Bakterien mit Φ13kana  

In den Versuchen stellte sich heraus, dass Φ13kana in der Lage ist, schon 

hlb-lysogene S. aureus-Stämme zu infizieren und dabei den bevorstehenden 

Prophagen zu verdrängen: Stamm S64 wies nach Kontakt mit Φ13kana eine 

Kanamycinresistenz auf. In der PFGE und anschließendem Blot war 

Φ13kana als neuer Prophage (160 kB-Bande) im sak- und kana-Blot zu 

erkennen. Der verdrängte Phage war als freier Phage (ca. 50 kB) im sak-Blot 

abgebildet.  

Beim Stamm CG1 konnte ebenfalls Φ13kana im sak- und kana-Blot bei 

160 kB nachgewiesen werden, was ebenso vermuteten lässt, dass der 
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ursprüngliche Φ13-Prophage von Φ13kana verdrängt worden war. Ein freier 

Phage war jedoch hier nicht zu identifizieren. 

Für den lysogenen Modellphagen λ werden multiple Infektionen mit genetisch 

identischen Bakteriophagen ausgeschlossen [86]. Um die eigene Lysogenität 

aufrecht zu erhalten, schützt sich der Prophage vor anderen Phagen 

entweder durch direkte Repression des konkurrierenden Phagens, durch 

abortive Infektionssysteme (ABI) oder durch Veränderungen der 

Phagenrezeptoren an der Zellwand [25]. Nach Infektion eines Phagens 

können die Phagenrezeptoren inaktiviert werden, um das Eindringen von 

weiteren Phagen zu verhindern. Dies wurde bisher für den lytischen E. coli-

Phagen T5 nachgewiesen [24]. Allison et al. beschrieben jedoch die 

Beobachtung einer simultanen Infektion eines E. coli-Wirtes mit zwei 

genetisch identischen Stx-Phagen. Diese Phagen gehören zu den 

lambdoiden Phagen, zeigen aber hier eine sich von λ unterscheidende 

Eigenschaft [2]. Zu dem Phänomen der Verdrängung genetisch ähnlicher 

Phagen, wie im Falle von CG1, oder genetisch verschiedener Phagen, wie im 

Falle von S64, ist jedoch in der Literatur nichts bekannt. 

Eine hohe spontane Induktion von Φ13kana im Laborstamm CG6 im 

Vergleich zu Φ13 im Stamm CG1, war schon in den Induktionsversuchen 

aufgefallen. Diese instabile Lysogenität von Φ13kana zeigte sich in den Blot-

Bildern als so genannte „Leiterstruktur“ in den Stämmen 8325-4Φ13kana und 

CG1Φ13kana. Neben dem eigentlichen Phagen (Bande bei 160 kB) waren 

mehrere Banden mit größeren Restriktionsstücken zu sehen, welche während 

der rolling-circle-Replikation von Phagen entstehen (Concatemere). Dies lässt 

darauf schließen, dass ein Teil der Bakterien spontan induziert wurde und die 

Phagen replizierte. Eigenschaften des mutagenisierten Phagens könnten 

dabei eine Rolle spielen. Ebenso muss aber vermutet werden, dass auch 

stammspezifische Faktoren einen Beitrag zu dieser Beobachtung leisten, da 

zwar in den Laborstämmen CG6, 8325-4Φ13kana und CG1Φ13kana eine 

instabile Lysogenität von Φ13kana beobachtet werden konnte, jedoch nicht in 

Stamm S64cΦ13kana und S64Φ13kana. Welche Faktoren hierbei auf den 
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Phagenrepressor wirken bzw. wie er verändert ist, sollte weiter untersucht 

werden, z.B. durch Sequenzierung des Repressors.     

Vergleicht man die Lysogenisierungsraten der Stämme, bei denen eine 

Lysogenisierung mit Φ13kana in der PFGE und Blot nachweisbar war, so 

zeigte sich deutlich, dass der hlb-positive Laborstamm 8325-4 den Phagen 

am bereitwilligsten aufgenommen hatte (Kapitel 3.4.2.). Dies war zu erwarten, 

da dieser Stamm (8325) ja der ursprüngliche Wirt von Φ13 ist. Wie oben 

erläutert muss der Patientenstamm S64c der gleichen Abstammungslinie wie 

8325-4 angehören, denn auch hier konnte Φ13kana integrieren. Dies 

geschah jedoch mit einer geringeren Rate. Die Lysogenisierung der hlb-

negativen Stämme und damit einhergehende Verdrängung des hlb-Phagens 

in den Stämmen CG1 und S64 war wie oben beschrieben möglich. Es war 

jedoch ein relativ seltenes Ereignis. Dieses interessante Verdrängungs-

phänomen sollte ebenfalls weiter verfolgt werden. 
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5. Zusammenfassung 

 

Staphylokokkus aureus ist als weit verbreiteter Erreger von großer klinischer 

Relevanz. Die Anpassung an die Gegebenheiten im Wirt, der Übergang von 

symptomloser Trägerschaft zur krankmachenden Infektion und die 

unterschiedlichen umschriebenen Erkrankungen hervorgerufen durch 

einzelne Stämme erfordern genetische Variationen im Bakterium. 

Bakteriophagen tragen dabei durch Kodierung von Virulenzgenen und 

Insertion in bakterielle Gene wesentlich zu dieser Variation bei. 

Genomveränderungen während der Infektion konnten auf die Mobilisation von 

S. aureus-spezifischen Phagen zurückgeführt werden. Ziel dieser Studie war 

es, einzelne Stadien im Lebenszyklus des lysogenen S. aureus-Phagen Φ13 

unter verschiedenen infektionsrelevanten Bedingungen am Stamm 8325 zu 

untersuchen. Dazu wurde eine Real-Time-PCR-Strategie eingesetzt, die 

spezifische bakterielle und virale Gensequenzen quantifiziert, um die 

Phageninduktion und –replikation zu bestimmen. Mischkulturexperimente mit 

resistenzmarkierten S. aureus-Stämmen und Phagen dienten zur 

Untersuchung des Transfers von Φ13 zwischen S. aureus-Zellen.  

Folgendes konnte gezeigt werden: (i) Die Antibiotika Ciprofloxacin und 

Trimethoprim wirkten induzierend auf Φ13 in S. aureus und begünstigten den 

Transfer von Φ13. Der Transfer von Φ13 war dabei abhängig von den 

bakteriellen Wachstumsbedingungen. Weitere infektionsrelevante 

Bedingungen (erhöhte Temperatur, anaerobes Wachstumsmilieu und 

Patientensputum) zeigten keinen Effekt auf Induktion und Transfer. Die 

Anzahl replizierter Phagengenome nach Induktion blieb gleich. (ii) Ein 

Transfer von Φ13 fand auch in vivo statt. Dies wurde in einem Tissue-cage-

Modell an Mäusen untersucht. (iii) Die Lysogenisierung von Stämmen 

anderer Abstammungslinien als 8325 durch Φ13 war nicht möglich. (iv) Φ13 

war in der Lage, schon vorhandene Phagen aus dem Wirtsgenom zu 

verdrängen.  

In dieser Studie konnten mit den etablierten Methoden Grundlagen in der 

Phagendynamik bei S. aureus in vitro und in vivo erfasst werden.  
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7. Abkürzungen 

 

Abb.  Abbildung 

AHT  Anhydrotetracylin hydrochlorid 

aphA3  Gen für Aminoglycosidphosphat-Transferase Typ3   

  (Kanamycinresistenzgen) 

attB  attachment site of bacteria 

attP  attachment site of bacteriophage  

bp  Basenpaare 

CF  Cystische Fibrose 

CHIPS Chemotaxis-inhibierendes Protein, kodiert durch chp  

cipro  Ciprofloxacin 

CI  λ-Repressor 

DNA  Desoxyribonucleinacid, Desoxyribonucleinsäure  

Eta  Exfoliativtoxin, kodiert durch eta 

for  forward 

gyr  kodierendes Gen für Gyrase 

h  Stunde 

Hlb  ß-Hämolysin, kodiert durch hlb  

KBE  koloniebildende Einheit 

kbp  Kilobasenpaare   

LexA  Regulatorprotein während der SOS-Antwort 

MH-Blut Müller-Hinden-Blutagarplatten 

min  Minute 

MMC   Mitomycin C 

M  Mol 

m-  Milli-, 10-3 

MIC  minimale Hemmkonzentration 

MRSA  methicillinresistenter S. aureus 

µ-  Mikro, 10-6 

n-  Nano-, 10-9 

n.d.  nicht durchgeführt 
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OD600  Optische Dichte bei 600nm 

PFGE  Pulsfeld-Gelelektrophorese 

RecA  Regulatorprotein während der SOS-Antwort 

rev  reverse 

RexA, RexB Proteine eines Phagenausschluss-Systems beim λ-Phagen 

ROS  radikale Sauerstoffspezies 

S. aureus Staphylokokkus aureus 

Sak  Staphylokinase, kodiert durch sak 

Sea  Enterotoxin A, kodiert durch sea 

sec  Sekunde 

SCIN  Antiphagozytose-Protein kodiert durch scn  

STEC  Shigatoxin produzierender E. coli 

Stx  Shigatoxin 

Tab.  Tabelle 

TMP  Trimethoprim 

TSST  Toxisches Schock Syndrom Toxin 

ÜN-Kultur Übernachtkultur 

upm  Umdrehungen pro Minute  

UV  Ultraviolett 

WTA  Wall teiconic acid (Teichonsäure) 

Φ  phi 

λ  lambda
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