
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bachelorarbeit 

Institut für Mikrobiologie und Biotechnologie 

Arbeitsbereich Bakteriophagen 

 

Fakultät Life Sciences 

Studiendepartment Biotechnologie 

Charakterisierung des temperenten Phagen aus dem 
lysogenen Bifidobacterium thermophilum Stamm 94004 

vorgelegt von:   Peer Iven Schleifenbaum 

    Matrikel-Nr.:  

Ort und Datum:  Hamburg, 28. März 2018 

Erstgutachter:  Prof. Dr. Ernst. A. Sanders   (HAW Hamburg) 

Zweitgutachterin:  Dr. Sabrina Koberg   (Max Rubner-Institut) 



 

II 
 

Inhaltsverzeichnis 
Abkürzungsverzeichnis ............................................................................................................ IV 

Abbildungsverzeichnis ............................................................................................................... V 

Tabellenverzeichnis .................................................................................................................. VI 

1 Einleitung ........................................................................................................................... 1 

1.1 Bifidobakterien ............................................................................................................ 1 

1.1.1 Eigenschaften ....................................................................................................... 1 

1.1.2 Bedeutung für den Menschen ............................................................................... 2 

1.1.3 Bifidobacterium thermophilum ............................................................................ 3 

1.2 Probiotik ...................................................................................................................... 3 

1.3 Bakteriophagen ........................................................................................................... 3 

1.3.1 Allgemeines .......................................................................................................... 3 

1.3.2 Bakteriophagen der Gattung Bifidobacterium ..................................................... 5 

2 Zielsetzung ......................................................................................................................... 6 

3 Material und Methoden ...................................................................................................... 7 

3.1 Geräte, Software und Materialien ................................................................................ 7 

3.2 Chemikalien, Lösungen und Puffer ............................................................................. 7 

3.3 Mikrobiologischer Umgang mit Bifidobakterien ......................................................... 7 

3.3.1 Kulturmedien ....................................................................................................... 7 

3.3.2 Standard-Anzucht ................................................................................................ 9 

3.3.3 Anzucht im Hungate-System ................................................................................ 9 

3.3.4 Bestimmung der Lebendkeimzahl ........................................................................ 9 

3.4 Gewinnung von Phagen ............................................................................................. 10 

3.4.1 Kultivierung von B. thermophilum 94004 im Bioreaktor ................................... 10 

3.4.2 Phagenaufreinigung mittels Cäsiumchlorid-Dichtegradienten-

Ultrazentrifugation............................................................................................. 12 

3.5 Transmissionselektronenmikroskopie von Phagen ................................................... 13 

3.6 Spot-Test: Analyse des Phagen-Wirtsspektrums ....................................................... 13 

3.7 Genomsequenzierung des B. thermophilum Stammes 94004 und des Phagen ......... 14 



 

III 
 

3.7.1 DNA-Extraktion und Aufreinigung .................................................................... 14 

3.7.2 Genomsequenzierung mittels ILLUMINA MiSeq und Analysen ....................... 14 

3.8 Prophagen-Induktionsversuche ................................................................................ 15 

3.8.1 … mit Mitomycin C ............................................................................................. 15 

3.8.2 … mit UV-Licht .................................................................................................. 15 

3.9 Isolierung eines Prophagen-kurierten Klons von B. thermophilum 94004 ............... 16 

3.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ........................................................................ 18 

3.10.1 Nachweis von Phagen in Überständen ............................................................... 18 

3.10.2 Identifikation von B. thermophilum 94004 mittels 16S-rRNA-Sequenzierung . 19 

3.10.3 Nachweis von kurierten Klonen (Kolonie PCR) ................................................. 19 

3.10.4 Agarose-Gelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten ................... 20 

4 Ergebnisse ........................................................................................................................ 21 

4.1 Phagenproduktion im Bioreaktor .............................................................................. 21 

4.2 Transmissionselektronenmikroskopie des Bakteriophagen ...................................... 21 

4.3 Analyse des Wirtsspektrums des Phagen „Willi“ ...................................................... 22 

4.4 Genomsequenzierung des B. thermophilum Stammes 94004 und des Phagen ......... 23 

4.5 Induktionsversuche des Prophagen ........................................................................... 26 

4.6 Isolierungsversuche einer Prophagen-kurierten Variante ......................................... 30 

5 Diskussion ........................................................................................................................ 32 

6 Zusammenfassung ........................................................................................................... 37 

7 Ausblick ............................................................................................................................ 38 

Literaturverzeichnis ................................................................................................................ VII 

Anhang ...................................................................................................................................... X 

Eidesstattliche Erklärung ........................................................................................................ VII 

 



 

IV 
 

Abkürzungsverzeichnis 

attL  left attachmentsite 

attR  right attachmentsite 

BLASTn  Basic Local Alignment Search Tool für Nucleotide 

bp  basenpaare 

CsCl  Cäsiumchlorid 

DCU  digital control unit 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

HCl  Hydrochlorid (Salzsäure) 

kb  kilobasen 

KBE  Koloniebildende Einheiten 

LKZ  Lebendkeimzahl 

MFCS  Multi-Fermenter-Control-System 

MMC  Mitomycin C 

MRS  De Man, Rogosa and Sharpe 

NaOH  Natriumhydroxit (Natronlauge) 

OD  optische Dichte 

ORF  Open Reaging Frames, open reading frame 

PCR  Polymerase chain reaction 

PHAST  PHAge Search Tool 

RAST  Rapid Annotation using Subsystems Technology 

rH2O  Reinstwasser 

rRNA  ribosomale Ribonukleinsäure 

SM  Saline-Magnesium 

TAE  TRIS-Acetat-EDTA 

TEM  Transmissionselektronenmikroskop 

TPY  tryptone phytone yeast 

UV  Ultraviolett 

V  Volt 

  



 

V 
 

Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1: Einteilung der Phagen in die Morphotypen A bis G nach Ackermann (2001)……4 

Abbildung 2: Fließschema zur Isolierung Prophagen-kurierter Klone ..................................... 17 

Abbildung 3: Aufnahme der 24 h Kultur des B. thermophilum 94004 im Bioreaktor…………..21 

Abbildung 4: TEM-Aufnahme des aktiven Bakteriophagen aus B. thermophilum 94004……..21 

Abbildung 5: Aufnahme der B. adolescentis 94072 Kultur in TPY-Soft-Agar. ......................... 23 

Abbildung 6: Graphische Darstellung der BLASTn-Ergebnisse des Contig 14………………….24 

Abbildung 7: Tabellarische Ergebnisse der BLASTn-Analyse des Contig 14 ........................... 25 

Abbildung 9: Induktionsversuch von B. thermophilum 94004 (0,05 – 0,3 µg ml-1 MMC) ....... 26 

Abbildung 10: Induktionsversuch von B. thermophilum 94004 (2 – 5 µg ml-1 MMC) ............. 27 

Abbildung 11: Induktionsversuch von B. thermophilum 94004 (3 – 7 µg ml-1 MMC) ............. 28 

Abbildung 12: Ergebnisse des Kontrollversuchs zur der MMC-Induktion ............................... 29 

Abbildung 13: Aufnahmen der Elektrophorese-Gele der No-Willi-PCR. ................................. 30 

Abbildung 14: Ergebnisse der No-Willi-PCR ........................................................................... 31 

Abbildung 15: Ergebnisse der Tape-Measure-PCR .................................................................. 31 

Abbildung 16: Aufgezeichnete Parameter der Kultivierung von B. thermophilum 94004 ..... XIV 

Abbildung 17: TEM-Aufnahmen von Bakteriophagen verschiedener Gruppen..................... XIV 

Abbildung 18: Assemblierte Genomdarstellung des B. thermophilum ................................... VII 

Abbildung 19: Assemblierte Genomdarstellung des Phagen „Willi“ mit annotierten Genen. . VII 

Abbildung 20: Graphische Darstellung des Contig 14 inkl. mittels PHAST ........................... VIII 

  

file:///C:/Users/peers/Desktop/Bachelorarbeit_Master1.docx%23_Toc510020905
file:///C:/Users/peers/Desktop/Bachelorarbeit_Master1.docx%23_Toc510020906
file:///C:/Users/peers/Desktop/Bachelorarbeit_Master1.docx%23_Toc510020907
file:///C:/Users/peers/Desktop/Bachelorarbeit_Master1.docx%23_Toc510020908
file:///C:/Users/peers/Desktop/Bachelorarbeit_Master1.docx%23_Toc510020913


 

VI 
 

Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1: Zusammensetzung der verwendeten Medien. ............................................................ 8 

Tabelle 2: Betriebsparameter und Ausstattung des Bioreaktors ............................................... 10 

Tabelle 3: Herstellung der CsCl-Lösungen und des Gradienten ............................................... 12 

Tabelle 4: PCR-Ansatz zum Nachweis von „Willi“ (Tape-Measure-Gen) ................................ 18 

Tabelle 5: PCR-Protokoll zum Nachweis von „Willi“ (Tape-Measure-Gen) ............................ 18 

Tabelle 6: Morphologiedaten des Phagen „Willi“ .................................................................... 22 

Tabelle 7: Ergebnisse der Analyse des Wirtsspektrums von „Willi“ ………………………..……..22 

Tabelle 8: Ausschnitt der Ergebnisse der BLASTn-Analyse (16S-rRNA)…………………………23 

Tabelle 9: Darstellung der BLASTn-Ergebnisse des Contig 14 ……………………………………..24 

Tabelle 10: Darstellung der BLASTn-Ergebnisse des sequenzierten Phagengenoms. ............. 26 

Tabelle 11: Start- und End-OD-Werte der Kulturen (0,05 - 0,3 µg ml-1) .................................. 27 

Tabelle 12: Start- und End-OD-Werte der Kulturen (2 - 5 µg ml-1)………………………….……..28 

Tabelle 13: Start- und End-OD-Werte der Kulturen (3 - 7 µg ml-1)………………….….………….29 

Tabelle 14: Geräteliste mit Hersteller und Typ/Bezeichnungsangabe. ...................................... X 

Tabelle 15: Eingesetzte Software und deren Entwickler. ......................................................... XI 

Tabelle 16: Verwendete Materialien und deren Hersteller. ....................................................... XI 

Tabelle 17: Chemikalienliste mit Herstellerangaben. .............................................................. XII 

Tabelle 18: Eingesetzte Puffer und Lösungen mit Zusammensetzung. ..................................XIII 

Tabelle 19: Detaillierte Anleitung der DNA-Extraktion ……………………………………………VII 

 



 Einleitung    

1 
 

1 Einleitung 

1.1 Bifidobakterien 

Bifidobakterien sind seit der Entdeckung von Henry Tissier im Jahr 1900 Gegenstand der mik-

robiologischen und seit kurzem auch molekularbiologischen Forschung (Pokusaeva et al., 

2011). Heute werden ihnen in vielen Veröffentlichungen probiotische Wirkungen zugespro-

chen. Dennoch existieren hinsichtlich dieser Einflüsse weiterhin Forschungslücken auf moleku-

larer Ebene. Mittlerweile liegt eine große Menge an veröffentlichten Daten zur genetischen In-

formation von Bifidobakterien vor, jedoch konnten diese bis jetzt nur schwer auf funktionaler 

Ebene analysiert werden, weil es kaum etablierte Methoden gibt, um diese Bakterien genetisch 

zugänglich zu machen (Serafini et al., 2012).  

1.1.1 Eigenschaften 

Bifidobakterien sind grampositive, obligat anaerobe Stäbchenbakterien, welche verzweigte 

Keulenformen aufweisen. Sie können sich weder aktiv bewegen noch Sporen bilden. Am häu-

figsten finden sie sich in der gesunden Darm-, Vaginal- und Zahnflora bei Menschen und gehö-

ren somit zur natürlichen Mikrobiota (Pokusaeva et al., 2011). 

Das Genom dieser Bakterien besteht aus einem einzigen zirkulären Chromosom mit einer Größe 

von durchschnittlich 2,2 Mbp und einem im Vergleich mit anderen grampositiven Bakterien hö-

heren GC-Gehalt von etwa 60 % (Biavati et al., 2001). Die NCBI-Datenbank enthielt 2016 254 

Sequenzabschnitte von Bifidobakterien, von denen 61 komplette Genome waren (O' Callahan 

et al., 2016). 

Bis heute (Stand März 2018) sind 65 Spezies der Gattung Bifidobacterium benannt und taxono-

misch eingeordnet (NCBI Taxonomy Browser). Außerdem gibt es viele Subspezies und nicht 

klassifizierte Arten. Viele Spezies haben sich in ihrer symbiotischen Umgebung adaptiert und 

spezielle Enzyme entwickelt. Dadurch können sie eine große Bandbreite an Molekülen zur Ener-

giegewinnung nutzen und schaffen sich einen Vorteil gegenüber kompetitiven Mikroorganis-

men in der Darmflora (Schell et al., 2002). 

Trotz vieler Ähnlichkeiten in Lebensweise und Physiologie sind Bifidobakterien nicht direkt mit 

Milchsäurebakterien verwandt (Felis et al., 2007). Sie betreiben eine spezielle, heterofermenta-

tive Form der konventionellen Milchsäuregärung, „bifid shunt“ genannt. Diese baut auf dem 

Enzym Fructose-6-phosphoketolase auf, welches einzigartig für Bifidobakterien ist und bildet 

den zentralen Stoffwechselweg, über den Hexosen abgebaut werden (de Vries et al., 1967). 

Durch eine Vielzahl weiterer Enzyme können C-Quellen wie Stärken, Cellulose, Hemicellulose, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4908950/#B137
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Glykogen, Galactan, Xylan, Pullulan, Pektine, Mucine und Glycosphingolipide für den bifid 

shunt enzymatisch angepasst werden, sodass auch diese abgebaut werden können (de Vrese et 

al., 2008). Eine aktuelle Studie zeigt, dass mehr als 12 % der untersuchten Gene für Enzyme co-

dieren, die am Stoffwechsel für Kohlenhydrate beteiligt sind (Milani et al. 2014). Bifidobakte-

rien konnten nicht nur die Bandbreite an potentiellen Substraten erhöhen, sie erzielen auch eine 

um 25 % erhöhte ATP-Ausbeute im Vergleich zur homofermentativen Milchsäuregärung (Po-

kusaeva et al., 2011).  

 

2 𝑚𝑜𝑙 𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒 + 5 𝑚𝑜𝑙 𝐴𝐷𝑃 + 5 𝑚𝑜𝑙 𝑃𝑖 → 3 𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑐𝑒𝑡𝑎𝑡 + 2 𝑚𝑜𝑙 𝐿𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡 + 5 𝑚𝑜𝑙 𝐴𝑇𝑃  

 

Theoretisch werden beim bifid shunt, wie in Abbildung 1 gezeigt, Acetat und Lactat im Verhält-

nis 3:2 gebildet, jedoch variiert dieses je nach verstoffwechselter C-Quelle, Stoffwechselge-

schwindigkeit und Spezies (O’ Callahan et al., 2016). Der bifid shunt stellt den wichtigsten 

Stoffwechselweg für Bifidobakterien dar, wenngleich sie sich auch anderen bedienen können.  

1.1.2 Bedeutung für den Menschen 

Die Besiedelung des menschlichen Darms durch Bifidobakterien beginnt bei der Geburt und ist 

von Faktoren wie der Geburtsmethode, Fütterungsmethode, Hygiene, Antibiotikakontakt und 

Frequenz und Art von Erkrankungen, insbesondere gastrointestinalen Infektionen, abhängig 

(Fanaro et al., 2003). Während die natürliche, gesunde Darmflora in jungen Jahren zu einem 

großen Teil aus Bifidobakterien besteht, nimmt ihre Anzahl im Laufe des Lebens ab. Weiterhin 

können Krankheiten wie Morbus Crohn, Diabetes und Fettleibigkeit aber auch Allergien und 

Stress die Population von intestinalen Bifidobakterien stark dezimieren (Mattarelli et al., 2014). 

Bifidobakterien werden probiotische Einflüsse auf den menschlichen Körper nachgesagt. Unter 

anderem die Reifung und Regulierung des Immunsystems sowie schützende Aktivitäten gegen 

pathogene Keime durch Bildung von Bacteriocinen und Blockierung der Adhäsion solcher 

Keime (Rastall et al., 2005). Außerdem fördern sie den natürlichen Stoffwechsel durch Produk-

tion von Vitaminen und Säuren, welche die Bewegung des Darms stimulieren. Dadurch er-

schweren sie die Bevölkerung durch andere Bakterien wie Listerien, Enterokokken oder Clostri-

dien, welche mit dem jungen Menschen um Nährstoffe konkurrieren könnten (O' Callahan et 

al., 2016). Aus diesen Gründen kann man von einer symbiotischen Beziehung zwischen der 

Darmflora und ihrem Wirt sprechen. Im Darm von gesunden erwachsenen Menschen finden 

sich folgende Spezies von Bifidobakterien: B. adolescentis, B. angulatum, B. bifidum, B. den-

tium, B. gallicum, B. longum, B. scardovii (Leahy et al., 2005). 
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1.1.3 Bifidobacterium thermophilum 

Bei B. thermophilum handelt es sich um eine nicht weit erforschte Spezies der Gattung Bi-

fidobacterium. In der NCBI-Gendatenbank finden sich drei veröffentlichte Genome dieser Spe-

zies. B. thermophilum wird üblicherweise aus Kuhmägen, Abwässern und Kot von Ferkeln, Käl-

bern und Säuglingen isoliert (Touré et al., 2003). Im Vergleich zu anderen Spezies der Gattung 

Bifidobacterium ist B. thermophilum relativ aerotolerant und erreicht hohe Zelldichten in Fer-

mentationen (Biavati et al., 2009). Drei Publikationen, die sich alle auf B. thermophilum RBL67 

beziehen, konnten die antimikrobielle Aktivität von RBL67 gegen verschiedene Spezies der Gat-

tung Salmonella feststellen (Jans et al., 2013; Tanner et al., 2014; Tanner et al., 2016). 

1.2 Probiotik 

„Probiotika sind als Mono- oder Mischkulturen von lebenden Mikroorganismen definiert, die, 

wenn sie auf Mensch oder Tier angewandt werden, den Wirt vorteilhaft beeinflussen, indem sie 

die Eigenschaften der indigenen Mikroflora verbessern“ (Havenaar et al., 1992).  

Fermentierte Lebensmittel wie Kefir oder Kumys (vergorene Stutenmilch) stellen die frühzeit-

lichsten Probiotika dar, auch wenn damals noch nicht von probiotischer Wirkung gesprochen 

wurde. Die probiotische Wirkung von Bakterien hat in der Vergangenheit das Interesse der Le-

bensmittel- und Medizinindustrie geweckt. Seit mehr als 20 Jahren werden Erkrankungen des 

gastrointestinalen Trakts mit der Gabe von Probiotika erfolgreich behandelt (O' Callaghan et al., 

2016). 

1.3 Bakteriophagen 

Bakteriophagen sind Viren, die Bakterien und Archaeen befallen (Clokie et al., 2011). Sie besit-

zen weder einen Replikationsapparat noch einen Stoffwechsel, was sie als obligat intrazelluläre 

Parasiten auszeichnet. Es wird geschätzt, dass Phagen mit 1031 Partikeln die häufigste biologi-

sche Einheit der Welt darstellen (McNair et al., 2012). 

1.3.1 Allgemeines 

Abbildung 1 zeigt die Klassifizierung von Phagen basierend auf ihrer Morphologie und reicht 

von geschwänzten (A bis C) über polyedrische (D und E) bis zu filamentösen (F) Phagen (Brad-

ley, 1967). Durch Einteilung der geschwänzten Phagen anhand ihrer Kopfform in isometrisch, 
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prolat und lang-prolat sowie der Einführung 

von pleomorphen Phagen (G), wurde diese 

Einteilung modifiziert (Ackermann et al, 

1974). Die geschwänzten Phagen umfassen 

96 % aller bekannten Phagen. Sie bilden die 

Ordnung Caudovirales, die sich in die Fami-

lien Myoviridae, Siphoviridae und Podo-

viridae mit unterschiedlichen Schwanzstruk-

turen gliedert (Ackermann, 2007). Die Pha-

gen der Myoviridae Familie besitzen einen 

langen kontraktilen Schwanz. Die Sipho-

viridae Phagen mit einem langen flexiblen, 

aber nicht-kontraktilen Schwanz machen mit 

61 % die größte Familie aus (Mahony et al., 

2012). Ein kurzer nicht-kontraktiler Schwanz zeichnet die Phagen der Podoviridae Familie aus 

Nach dem Schlüssel-Schloss-Prinzip kann ein Phage nur an einen bestimmten Rezeptor binden, 

weshalb die meisten Phagen sehr spezifisch für eine Bakterienspezies oder sogar einen Bakte-

rienstamm sind (Moldovan et al., 2007). 

Nach Injektion seiner DNA kann ein temperenter Phage als Prophage in das Genom der Wirts-

zelle integrieren oder als freies Plasmid in der Zelle vorliegen (Mardanov und Ravin, 2007). Die 

Integration erfolgt durch Rekombination zwischen homologen Sequenzbereichen, der phage at-

tachment site (attP) im Phagengenom und der bacterial attachment site (attB) im Bakterienge-

nom, sodass der integrierte Prophage im Genom von der attL (left) und attR (right) flankiert 

wird. Bei jeder Teilung der Bakterienzelle wird der Prophage passiv vermehrt, indem er an die 

Tochterzellen weitergegeben wird (Poeggel, 2013). Bakterien, die einen Prophagen tragen, wer-

den als lysogen bezeichnet. Im lysogenen Zustand werden die Gene zur lytischen Vermehrung 

des Phagen stark reprimiert (Mardanov et al., 2007). Dadurch bedingt ist der lysogene Zustand 

relativ stabil (Little et al., 1999), kann aber in die lytische Entwicklung übergehen. Dieser als 

Induktion bezeichnete Prozess findet häufiger spontan ohne externen Auslöser (Ghosh et al., 

2009; Helfrich et al., 2015) sowie in Reaktion auf die SOS-Antwort der Wirtszelle statt (Kim et 

al., 2013). Die SOS-Antwort ist ein globales, regulatives Netzwerk in Bakterien, das durch 

DNA-Schädigungen aktiviert wird (Erill et al., 2007) und als Teil der bakteriellen Stressantwort 

zur DNA-Reparatur dient. 

 

Abbildung 1: Einteilung der Phagen in die Morphotypen A 
bis G nach Ackermann (2001). 
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1.3.2 Bakteriophagen der Gattung Bifidobacterium 

Es sind bis heute nur sehr wenige Phagen oder Phagen-ähnliche Strukturen bekannt, welche die 

Gattung der Bifidobakterien befallen, obwohl für phylogenetisch verwandte Bakterien wie 

Mycobacterium, Corynebacterium, and Streptomyces viele Phagen-Sequenzen beschrieben 

sind (Casjens, 2003). Allerdings sind nur wenige dieser Phagen komplett und besitzen die Fä-

higkeit der spontanen Induktion. 2005 wurden drei dieser Prophagen-ähnliche Strukturen, wel-

che in den Genomen von Bifidobacterium breve UCC 2003, Bifidobacterium longum NCC 2705 

und Bifidobacterium longum DJO10A vorkommen, analysiert (Ventura et al., 2005). Für zwei 

dieser Prophagen-ähnlichen Strukturen wurden Größen von 36,9 kb und 28,5 kb angegeben. 

Interessant für diese Arbeit ist, dass der größere der Prophagen mit Mitomycin C und Wasser-

stoffperoxid induziert werden konnte.  
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2 Zielsetzung 

Im Max Rubner-Institut wurde ein Tierversuch zur Erprobung der probiotischen Wirkung von 

Bifidobakterien im intestinalen Raum bei Mäusen durchgeführt. Dabei kam der Bifidobac-

terium-Stamm (hausinterne Stammnummer 94004) zum Einsatz, welcher vorab aus einer 

Reihe von Bifidobacterium-Stämmen aus der hauseigenen Stammsammlung als vielverspre-

chender Kandidat ausgewählt wurde. Der durchgeführte Tierversuch wurde zum Zeitpunkt des 

Einreichens dieser Arbeit noch nicht veröffentlicht. In den Produktionen des Bifidobacterium 

94004 im Bioreaktor kam es bei der Bestimmung der Lebendkeimzahl (LKZ) am Ende der Kul-

tivierung zu extremen Schwankungen im Bereich von 107-1010 KBE ml-1. Eine Aufnahme des 

Kulturüberstandes mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) konnte die Annahme 

stützen, dass die lysierende Wirkung von Bakteriophagen die Ursache sein könnte, denn es wur-

den Phagen in geringer Konzentration gefunden. Im Rahmen dieser Arbeit stellte sich heraus, 

dass es sich bei dem Bifidobacterium-Stamm 94004 um die Spezies Bifidobacterium thermo-

philum handelt.  

Das Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung des entdeckten Bakteriophagen, der die hausin-

terne Bezeichnung „Willi“ trägt und daher auch in dieser Arbeit so bezeichnet wird. Ein weiteres 

Ziel ist die Isolierung einer Prophagen-kurierten Variante des B. thermophilum Stammes 

94004. Um eine zufällige Entdeckung oder Kontamination auszuschließen, werden die Kultivie-

rung des B. thermophilum Stammes und die anschließende Aufreinigung der Phagen mittels 

CsCl-Gradienten-Ultrazentrifugation wiederholt. Die Transmissionselektronenmikroskopie 

(TEM) soll Informationen über die Morphologie des Phagen liefern. Die Aufnahme eines 

Wirtsspektrums soll Bakterienstämme aufzeigen, auf denen sich der Phage lytisch vermehrt. 

Mithilfe dieser Indikatorstämme können dann genaue Titerbestimmungen durchgeführt wer-

den. Des Weiteren soll eine molekularbiologische Analyse des Bakterien- und Phagengenoms 

nach einer Sequenzierung durchgeführt werden. Die Erprobung der Induzierbarkeit des Phagen 

ist ebenfalls Gegenstand der Untersuchung. Ließe sich der Phage induzieren, könnte der Selek-

tionsdruck gezielt erhöht werden, um Prophagen-kurierte Varianten des Bakteriums zu finden. 

Bei erfolgreicher Isolierung eines solchen Klons könnte dessen Kultivierung Aufschluss über 

Einflüsse des Phagen auf die Physiologie des Wirtsstammes geben, indem ein direkter Vergleich 

der Kultivierungsergebnisse gezogen würde. Schließlich wird ein Isolierungsversuch durchge-

führt, in dem nach natürlich vorkommenden Phagen-kurierten Klonen gescreent wird.   
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3 Material und Methoden 

3.1 Geräte, Software und Materialien 

Die verwendeten Geräte und Materialen sind in den nachfolgenden Texten und Tabellen zu fin-

den. Angaben zu den Herstellern finden sich in Tabelle 14 und 16 im Anhang. Zur Arbeit ver-

wendete Software wurde in Tabelle 15 im Anhang zusammengetragen.  

3.2 Chemikalien, Lösungen und Puffer 

Die Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien finden sich in Tabelle 17 im Anhang. Lösun-

gen und Puffer (s. Anhang Tab. 18) wurden mit Reinstwasser (rH2O, arium® pro Reinstwasser 

System, Sartorius) angesetzt. Deren pH-Wert wurde mit HCl, Essigsäure oder NaOH am pH-

Meter (Delta 340, Mettler-Toledo) eingestellt. Vor Gebrauch wurden die Lösungen und Puffer 

autoklaviert (15 min bei 121°C) oder bei Hitzeempfindlichkeit filtriert (Whatman®, Porengröße 

0,2 μm). 

3.3 Mikrobiologischer Umgang mit Bifidobakterien 

Alle verwendeten Bifidobacterium Stämme wurden von der hausinternen Stammsammlung, in 

der sie bei -72 °C in Kryo-Röhrchen mit 15 % Glycerin (89 % v/v) eingefroren sind, bezogen. Bei 

Bedarf wurde unter sterilen Bedingungen mit einem Einmal-Spatel eine kleine Menge abge-

nommen und direkt in ein vorbereitetes Kulturröhrchen mit 10 ml Medium gegeben. 

3.3.1 Kulturmedien 

Die Standardanzucht für Bifidobakterien erfolgte in MRS-Medium, das ursprünglich 1960 von 

De Man, Rogosa und Sharpe für die Gattung Lactobacillus entwickelt wurde (De Man et al., 

1960). Dem Medium wurde 0,05 % Cystein zugegeben, um vorab das Redoxpotential zu senken 

und so bessere Bedingungen für das anaerobe Wachstum von Bifidobakterien zu schaffen (Roy 

et al., 2001). Das fertige Medium ist klar, hat eine bräunliche Farbe, wirkt nicht selektiv und ent-

hält Glukose als Primärsubstrat. Verwendet wurde Merck MRS Broth (110661). Dieses hat eine 

Löslichkeit von 50 g l-1 und besitzt einen pH-Wert von 5,7 ± 0,2 bei 25 °C.  

Des Weiteren kam Tryptone-Phytone-Yeast-Medium (TPY) zum Einsatz, welches speziell für 

die Anzucht von Bifidobakterien entwickelt wurde (Scardovi et al., 1986).  Dabei handelt es sich 

um ein komplexes, nicht-selektives Medium, das ebenfalls klar ist und eine gelbliche Färbung 

hat.  
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Für das Ansetzen der Medien wurde deionisiertes Wasser verwendet. Vor dem Autoklavieren bei 

121 °C für 15 min wurden die Medien in Kulturröhrchen abgefüllt (á 10 ml).  

Tabelle 1: Zusammensetzung der verwendeten Medien. 

Medium Zusammensetzung Menge 

MRS-Medium 

Glukose ∙ H2O 

Trypton 

Fleischextrakt 

Hefeextrakt 

Natriumacetat 

Di-Kaliumhydrogenphosphat 

Di-Ammoniumhydrogencitrat 

Magnesiumsulfat ∙ 7 H2O 

Mangansulfat ∙ H2O 

H2O 

22 

10 

5 

5 

5 

2 

2 

0,2 

0,056 

 ad 1000 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

ml 

MRS-Agar 
MRS-Medium 

Agar Agar 

1000 

15  

ml 

g 

TPY-Medium 

Glukose ∙ H2O 

Trypton 

Pepton 

Hefeextrakt 

Di-Kaliumhydrogenphosphat 

L-Cystein ∙ HCl ∙ H2O 

Polysorbat 80  

Magnesiumchlorid ∙ 6 H2O 

Zinksulfat ∙ 7 H2O 

Calciumchlorid ∙ 2 H2O 

H2O 

16,5 

10 

5 

2,5 

2 

1,06 

1 

0,725 

0,44 

0,2 

ad 1000 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

ml 

TPY-Agar  
TPY-Medium 

Agar Agar 

1000 

15 

ml 

g 

TPY-Soft-Agar 
TPY-Medium 

Agar Agar 

1000 

7,5 

ml 

g 

 

Für die Herstellung von festen Nährböden in Petrischalen wurde das Medium mit zugegebenem 

Agar Agar aufgekocht. Nach dem Autoklavieren wurden die Petrischalen unter der Sterilwerk-

bank befüllt und die Nährböden getrocknet.  
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3.3.2 Standard-Anzucht 

Obwohl B. thermophilum eine aerotolerante Spezies ist, wird für eine optimale Wachstumsum-

gebung ein anaerobes Milieu benötigt. Die Kulturröhrchen wurden nach sterilem An- oder 

Überimpfen mit einer Kappe versehen und zusammen mit einem Beutel zur Erzeugung anaero-

ben Milieus (AnaeroGen 2,5 l, Thermo Fisher Scientific) in einen Anaerobentopf (AnaeroCult 

2,5 l, Thermo Fisher Scientific) gestellt und bei 37 °C für 48 h inkubiert. Nach ca. 34 min stellt 

sich ein Sauerstoffgehalt von 0,5 % ein (Imhof et al., 1996). Thermo Fisher Scientific verspricht 

das Erreichen eines CO2-Gehalts von 9-13 % nach höchstens 24 h. 

3.3.3  Anzucht im Hungate-System 

Diese Methode beschreibt die Kultivierung von anaeroben Mikroorganismen in verschließbaren 

Kulturgefäßen, die mit sauerstofffreiem Kulturmedium und Gas gefüllt sind (Hungate, 1969). 

Heutzutage erfolgt die Beimpfung und Probennahme durch ein Septum. Den Kulturmedien 

werden üblicherweise Reduktionsmittel wie L-Cystein zugesetzt. 

Für diese Anzucht wurde ausschließlich TPY-Medium verwendet, da es bereits Cystein als Re-

duktionsmittel enthält. Nach dem Ansetzen in einer 1 l-Schott-Flasche (max. 500 ml wegen 

Schaumbildung) wurde das Medium vorsichtig für 30 min über eine lange Kanüle mit Stickstoff 

entgast (Vordruck 0,5 bar). Im nächsten Schritt erfolgte das Abfüllen des Mediums in saubere 

Hungate-Röhrchen mit frischen Schraubverschlüssen und Septen. Dafür wurde das Röhrchen 

mit Stockstoff ausgeblasen, zügig 5 ml Medium mittels Pipette eingefüllt und das Röhrchen ver-

schlossen. Anschließend wurden die fertigen Kulturröhrchen für 15 min bei 121 °C autoklaviert.  

Um die Hungate-Röhrchen zu beimpfen, wurde eine Standard-Übernachtkultur in TPY-Me-

dium verwendet. Unter der Sterilwerkbank wurden mit einer 2 ml-Einmal-Spritze eine kleine 

Menge der Übernachtkultur abgenommen und vorsichtig mittels Kanüle durch das Septum in 

das Medium gegeben. Danach konnte das beimpfte Kulturröhrchen im temperierten Wasserbad 

inkubiert werden. 

3.3.4 Bestimmung der Lebendkeimzahl  

Die Keimzahlbestimmung hat die Auszählung der vermehrungsfähigen Mikroorganismen pro 

Milliliter der untersuchten Kultur als Ziel. Hierfür wurde das Spatelplattenverfahren angewen-

det. Bei der ermittelten Zahl wird dabei allerdings von Koloniebildenden Einheiten (KbE) ge-

sprochen, da die Zellen zufällig zusammenhängen können oder Zellaggregate bilden.  

Zunächst wurde eine Verdünnungsreihe bis 10-8 unter sterilen Bedingungen hergestellt. Unter 

Einsatz von steriler Ringerlösung wurde jede Stufe 1:10 verdünnt und mindestens 30 Sekunden 
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gründlich durchmischt (Vortexmischer). Mit einem Drigalskispatel konnten dann je 100 µl der 

letzten drei Verdünnungsstufen auf Nährböden ausgestrichen werden. Dabei wurden pro Ver-

dünnungsstufe zwei Platten angefertigt, um eine Doppelbestimmung machen zu können. Die 

Kulturen wurden dann für 48 h bei 37 °C in einem Anaerobentopf bebrütet. Schließlich wurden 

die einzelnen Kolonien auf den Platten gezählt und die Lebendkeimzahl 𝑁 berechnet.  

𝑁 =
𝐶

0,1 ml [𝑛1 + (0,1 𝑛2) + (0,01 𝑛3)] 𝑑
 

𝐶 = Summe der Kolonien auf allen Platten 

𝑛𝑖 = Anzahl der auswertbaren Platten der 
ausgestrichenen Verdünnungsstufe 

𝑑 = Verdünnungsfaktor der niedrigsten aus-
gestrichenen Verdünnungsstufe 

3.4 Gewinnung von Phagen 

Zur Produktion des Phagen wurde B. thermophilum 94004 unter den Bedingungen kultiviert, 

welche beim erstmaligen Auffinden des Phagen angewendet wurden.  

3.4.1 Kultivierung von B. thermophilum 94004 im Bioreaktor 

Einen Tag vor der Fermentation wurde die Vorkultur 1-%ig beimpft und 24 h bei 37 °C inkubiert. 

Die Phagenproduktion erfolgte in einem 2l-Bioreaktor (Biostat B, Sartorius), welcher mit einem 

Füllgrad von 3/4 betrieben wird. Nach einer gründlichen Überprüfung aller Geräte, Dichtun-

gen, Zu- und Abläufe, Filter, Steckverbindungen und der Stickstoff-Versorgung, wurde die pH-

Sonde auf einen sauren pH-Bereich (4-7) kalibriert. Auf die Montage der Sonden und einer 

Schott-Flasche mit Natronlauge folgte das Einfüllen des Mediums über einen freien Deckelstut-

zen. Danach wurden freie Stutzen und Eingänge verschlossen, Filter und Lauge abgeklemmt, 

Steckverbindungen und Sonden mit Alufolie geschützt und der Bioreaktor für 15 min bei 121 °C 

in einem Autoklav sterilisiert. Anschließend wurden alle Verbindungen zur digitalen Kontrol-

leinheit (DCU) hergestellt und der Motor an die Rührwelle angeschlossen.  

Tabelle 2: Betriebsparameter und Ausstattung des Bioreaktors. 

Betriebsparameter  Ausstattung 

Medium TPY  Begasungsrohr mit Zuluftfilter 

Medienvolumen 1,5 l  
Deckeldurchgänge für pH-Regelung 
und Kopfraumbegasung 

Animpfvolumen  1% (15 ml)  Gegenstromabluftkühler 

Temperatur 37 °C  pH-Sonde 

pH-Wert 5,0  pO2-Sonde 

Rührerdrehzahl 75 n min-1  pt100-Temperaturfühler 
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Betriebsparameter   Ausstattung 

Begasungsrate 0,05 l min-1  Probenahmerohr 

NaOH-Konz. 5 %  Rührwelle mit Propellerrührer 

   Schikanenkorb 

 

Tabelle 2 zeigt die Betriebsparameter der Fermentation. Diese wurden nach dem Autoklavieren 

an der DCU eingestellt. Der gelöste Sauerstoff im Medium wurde mit Stickstoff über das Bega-

sungsrohr entgast. Am nächsten Tag wurde das Wachstum der Vorkultur durch eine Sichtprü-

fung und Messung der optischen Dichte (OD, Spectronic, Milton Roy) kontrolliert. Die Kultur 

wurde hierfür 1:10 verdünnt, um einen Messwert < 1,0 zu erhalten. Auf diese Weise konnte si-

chergestellt werden, dass der Gültigkeitsbereich des Lambert-Beer’schen Gesetzes eingehalten 

wurde. Werte, die über diesem Grenzwert gemessen werden, können nicht als ausreichend ge-

nau angesehen werden (Bergter, 1983). Sollte die Vorkultur ausreichendes Wachstum (OD > 

3) erkennen lassen, kann der Bioreaktor beimpft werden. Unter der Sterilwerkbank (LaminAir, 

Heto Holten) wurden mit einer sterilen Spritze und Kanüle 15 ml aus der Vorkultur entnommen 

und unter Flammschutz durch die Anstechmembran im Deckel des Bioreaktors eingetragen. Zu 

diesem Zeitpunkt wurde die vorbereitete, automatische Parameteraufzeichnung über das Multi-

Fermenter-Kontroll-System (MFCS 3.0) am Computer synchronisiert. Bei Erreichen des vor-

eingestellten pH-Wertes (s. Tab. 2) startete die Regelung und gab Natronlauge (NaOH) zu der 

Kultur. Die Fermentation wurde beendet als der pH-Wert ohne weitere Zugabe von NaOH kon-

stant blieb, d. h. keine Stoffwechselaktivität der Bakterien mehr vorhanden war. Zu diesem Zeit-

punkt wurde eine Probe genommen, um diese auf aktive Phagen im TEM zu untersuchen.  

Im nächsten Schritt wurde der Fermenterinhalt geerntet und zentrifugiert, um das Phagenlysat 

zu erhalten. Der Bioreaktor wurde unter eine Sterilwerkbank gestellt und der Fermenterinhalt 

mit einer Peristaltikpumpe (505U, Watson Marlow) über einen sterilen Schlauch auf vier sterile 

Zentrifugenbecher (500 ml) aufgeteilt. Abschließend wurden die Zentrifugenbecher ausrei-

chend tariert (Abweichung < 0,01g) und dann für 10 min bei 7000 rpm und 4 °C zentrifugiert 

(J2-21, Rotor JA-10, Beckman Coulter). Nach der Zentrifugation wurde der Überstand vorsich-

tig abgenommen und gesammelt (Phagenlysat). 

Für spätere Versuche wurde aus einer Spatelspitze des Pellets die DNA extrahiert und eingefro-

ren. Eine weitere kleine Menge des Pellets wurde als Kryo-Kultur in die Stammsammlung auf-

genommen. 
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3.4.2 Phagenaufreinigung mittels Cäsiumchlorid-Dichtegradienten-Ultrazentri-

fugation 

Zunächst wurde freie DNA und RNA aus den lysierten Bakterien abgebaut. Hierfür wurde das 

Phagenlysat mit DNAse und RNAse versetzt (Endkonz. 3 mg l-1) und für eine Stunde bei 37 °C 

inkubiert. Im nächsten Schritt wurden verbleibende Zelltrümmer entfernt. Dafür wurde Natri-

umchlorid zugegeben (Endkonz. 1 M) und sehr vorsichtig gelöst. Bei der anschließenden Zent-

rifugation (10 min, 7000 rpm, 4 °C) wurden die Zelltrümmer als Pellet abgetrennt. Im folgenden 

Aufreinigungsschritt wurden die Phagen unter der Zugabe von PEG 6000 (Endkonz. 10 % w/v) 

gefällt, nachdem dieses eine Stunde leicht eingerührt und über Nacht inkubiert wurde. Letztlich 

wurden die Phagen abzentrifugiert (20 min, 8000 rpm, 4 °C), der Überstand verworfen und das 

Pellet in 3 ml SM-Puffer (pH 7,5) resuspendiert. Dieser Puffer bietet ideale Lagerungsbedingun-

gen für Bakteriophagen und wird in diesem Fall ohne Gelatine angesetzt (Sambrook et al., 

2001).  

Bei der Gradienten-Zentrifugation macht man sich unterschiedliche Dichten einer Lösung, in 

diesem Fall Cäsiumchlorid (CsCl) in SM-Puffer, zunutze. Dabei reichern sich die Phagen in ei-

ner sichtbaren bläulichen Bande bei definierter Dichte von ρ ~ 1,4-1,45 an. 

Tabelle 3: Herstellung der CsCl-Lösungen und des Gradienten. 

CsCl-Dichte in kg l-1 CsCl in g  SM-Puffer in g Vol. im Gradient in ml 

1,2 8,72 

Auffüllen 

 auf 

39 2 

1,3 13,10 42 4 

1,4 17,45 45 2 

1,45 19,63 46,5 2 

1,5 21,80 48 1 

1,7 30,50 54 1 

 

Anhand der Tabelle 4 wurden unterschiedliche Lösungen hergestellt, die jeweils ein Endvolu-

men von 30 ml besitzen. In einem offenen Zentrifugenröhrchen werden die Lösungen dann mit 

abnehmender Dichte aufgeschichtet (Volumen s. Tab. 3). Der fertige Gradient wird dann mit 

dem angereicherten Phagenlysat überschichtet. Die Zentrifugation erfolgt für 20 h bei 10 °C und 

25000 rpm (Optima L-90K; Rotor SW32.1 Ti, Beckman Coulter). Sollte eine sichtbare Bande 

vorhanden sein, können die Phagen mittels Spritze und Kanüle abgenommen werden.  
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3.5 Transmissionselektronenmikroskopie von Phagen  

Die Aufnahme von Bildern mittels TEM wurde freundlicherweise von Frau A. Back durchge-

führt. Die einzelnen Schritte der Durchführung werden für die Reproduktion in nachfolgenden 

wissenschaftlichen Arbeiten aufgeführt. 

Die Morphologie der Phagen wurde mit dem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) 

Tecnai 10 von Philips untersucht. In der Bedampfungsanlage wurde ein Kohlefilm auf eine 

frisch gespaltene Glasglimmerplatte aufgedampft. Die Glasglimmerplatte wurde in Quadrate 

geschnitten (3 x 3 mm) und der Kohlefilm von diesen durch Eintauchen in 100 μl Phagenlysat 

(Titer >106
 PbE ml-1) abgelöst. Nach 20-minütiger Absorptionszeit wurde der Kohlefilm in zwei 

Tropfen rH2O gewaschen und anschließend für wenige Sekunden in 2 %iger Uranylacetat-Lö-

sung angefärbt, bevor er auf ein 400-mesh-Kupfernetz (Agar Scientific) übertragen wurde. 

Überschüssiges Färbemittel wurde mit einem Filterpapier abgezogen. Die getrockneten Proben 

wurden in das TEM geschleust und bei einer Beschleunigungsspannung von 80 kV angesehen. 

Die Aufnahmen der Phagen wurden mit einer CCD-Kamera (Megaview G2, SIS Olympus) bei 

einer Primärvergrößerung von 160.000x bis zu 210.000x angefertigt. Die Bildanalyse wurde mit 

der iTEM 5.2 TEM Imaging Plattform Software (SIS Olympus) durchgeführt. 

3.6 Spot-Test: Analyse des Phagen-Wirtsspektrums 

Als potenzielle Indikatorstämme für „Willi“ wurden aufgrund enger Verwandtschaft zum Bi-

fidobacterium thermophilum 22 Bifidobacterium adolescentis Stämme aus der hauseigenen 

Stammsammlung ausgewählt. In diesem Versuch kam aufgrund der helleren Farbe und damit 

besseren Sichtbarkeit für Spots ausschließlich TPY-Medium zum Einsatz. Beim Spot-Test wer-

den Bakterien in Soft-Agar auf Petrischalen kultiviert, nachdem ein bestimmte Menge Phagen-

lysat auf die Oberfläche gegeben wurde (Inkubation für 24 h bei 37 °C). Idealerweise werden 

dann neu wachsende Bakterien in dem Bereich, in dem die Phagen vorhanden sind, lysiert. In 

den anderen Bereichen wuchsen die Bakterien ungehindert. Am Ende entsteht ein „Spot“, in 

dem keine oder nur sehr wenige Bakterien gewachsen sind. Bei einem sichtbaren Spot kann von 

einem Wirtsstamm für den aufgegebenen Phagen gesprochen werden.  

Auf vorgewärmten TPY-Agar-Platten wurde folgende Mischung gegeben: 100 µl einer Stan-

dard-Übernachtkultur, 300 µl CaCl (40 mM) und 3 ml flüssiger TPY-Soft-Agar. Nach gleichmä-

ßiger Verteilung der Mischung und anschließender Erhärtung des Soft-Agars wurden 10 µl Pha-

genlysat mittig aufgetragen. Es wurden Phagenlysate gespottet, welche über die CsCl-Gradien-

ten-Zentrifugation gewonnen wurden. Diese Phagenlysate wurden während (Phagenlysat 1) 
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und vor (Phagenlysat 2) der Anfertigung dieser Arbeit hergestellt. Nach dessen Herstellung 

wurden die Platten für 48 h bei 37 °C in einem Anaerobentopf inkubiert. 

3.7 Genomsequenzierung des B. thermophilum Stammes 94004 und 

des Phagen 

3.7.1 DNA-Extraktion und Aufreinigung 

Zur Extraktion der genomischen DNA von B. thermophilum 94004 kam das peqGOLD Bacte-

rial DNA Mini Kit von (Peqlab, VWR) zum Einsatz. Dabei können bis zu 1∙109 Zellen in einem 

Ansatz aufgeschlossen und bis zu 30 µg DNA extrahiert werden. Die Aufreinigung macht sich 

die selektive und reversible Bindungskapazität von Silikamembranen zunutze. Der Zellauf-

schluss erfolgt mit Lysozym, Proteinase K und parallelem RNAse-Verdau. Die freie DNA wurde 

in einem Puffersystem an die Säulenmembran gebunden und konnte nach zwei Waschschritten, 

welche Zelltrümmer und Salze sowie Kontaminationen entfernten, in sogenannten Elution Buf-

fer oder Wasser eluiert werden. Im Anschluss wurde die DNA-Konzentration mittels Spektral-

photometrie bestimmt. Die detaillierten Arbeitsschritte und Materialien sind im Anhang (s. Tab. 

20) aufgelistet. Zur Isolierung von Phagen-DNA wurde das Phage DNA Isolation Kit (Norgen 

Biotek Corp.) eingesetzt und das Protokoll des Herstellers angewendet. Als Ausgangsmaterial 

wurde 1 ml CsCl-gereinigtes Phagenlysat (s. Kap. 3.4.2) eingesetzt. 

3.7.2 Genomsequenzierung mittels ILLUMINA MiSeq und Analysen 

Die Genomsequenzierung wurde freundlicherweise von Herrn E. Brinks durchgeführt. Dabei 

wurde für die DNA library preparation das Nextera DNA Library Preparation Kit (ILLUMINA) 

nach dem Protokoll des Herstellers verwendet. Die Sequenzierung des Bakteriums wurde mit 

dem MiSeq Reagent Kit v3 durchgeführt; die des Phagen wiederum mit dem MiSeq Reagent Kit 

v2.  

Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit Hilfe der Geneious Version 9.1.2. So wurden die ein-

zelnen überlappenden Reads de novo zu größeren Contigs zusammengesetzt (Assembly). De 

novo bedeutet, dass die Zusammensetzung ohne ein Referenzgenom erfolgt. Die assemblierten 

Genome wurden dann automatisch mittels RAST (Rapid Annotation using Subsystem Techno-

logy, Aziz et al., 2008) annotiert. Unter Annotation versteht man die Suche nach Open Reading 

Frames (ORF) und deren funktionelle Zuordnung.  
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3.8 Prophagen-Induktionsversuche 

Zur Erprobung der Induzierbarkeit des Prophagen wurden zwei Methoden angewandt, die seit 

der Pionier-Arbeit von André Lwoff et al. (1953) standardmäßig eingesetzt werden, um die 

Lysogenie von Phagen zu untersuchen. Dabei kamen zum einen das antineoplastische Antibio-

tikum Mitomycin C (MMC) als auch UV-Strahlung zum Einsatz. Auf die Kultur angewendet, 

schädigen diese Umweltreize in Form von Doppelstrangbrüchen die DNA und bewirken so die 

Expression von sogenannten SOS-Genen, die letztendlich zur Aktivierung der Phagengene füh-

ren (Little et al., 1981). 

3.8.1 … mit Mitomycin C 

Die Prophagen von Milchsäurebakterien wie Lactococcus lactis und Streptococcus thermophi-

lus werden üblicherweise mit MMC-Konzentrationen von 0,1 bis 0,3 µg ml-1 induziert. Neben 

diesen Konzentrationen wurden außerdem in zwei getrennten Versuchen aus der Literatur 

stammende Konzentrationen (1 bis 5 µg ml-1; Ventura et al., 2005) und nochmals erhöhte Kon-

zentrationen bis 7 µg ml-1 verwendet. Die Induktionen wurden an unterschiedlichen Tagen 

durchgeführt und die Übernachtkulturen, aus denen dafür angeimpft wurde, wurden für jeden 

Versuch neu angesetzt. Für jeden Versuchsansatz wurden fünf Hungate-Röhrchen aus einer 

Übernachtkultur so gering wie möglich (1-2 Tropfen) beimpft. Die Röhrchen wurden dann bei 

37 °C im Wasserbad inkubiert und die Kulturen bis zum Erreichen einer OD von etwa 0,2 kulti-

viert, was durch eine regelmäßige Messung kontrolliert wurde. Bei Erreichen des Wertes wur-

den den Kulturen unterschiedliche Mengen MMC zugegeben. Danach wurde die Kultivierung 

und regelmäßige Messung der OD fortgesetzt. In den ersten beiden Versuchen wurden die Kul-

turen über Nacht bei 37 °C im Wasserbad gelassen und am nächsten Morgen letzte Werte ge-

messen. Im letzten Versuch wurde über einen deutlich längeren Zeitraum von 72 h gemessen. In 

der ersten Nacht wurde die Kultur bei 4 °C gelagert und danach wieder bei 37 °C inkubiert. Nach 

Abschluss des Wachstums wurde eine geringe Menge der Kultur in der Verdünnungsstufe 10-8 

auf Agar-Platten ausgestrichen. Die Platten bestanden sowohl aus TPY- als auch MRS-Nährbö-

den und wurden mit und ohne MMC Zugabe angesetzt (0,1 -0,3 µg ml-1) und anaerob für 48 h 

bei 37 °C inkubiert. Gewachsene Kolonien wurden gepickt und mittels Kolonie PCR auf Propha-

gen untersucht (s. Kap. 3.9.1). Weiterhin wurde ein Teil der induzierten Kultur zentrifugiert und 

der Überstand durch eine PCR auf Phagen-DNA untersucht (s. Kap. 3.7.1).  

3.8.2 … mit UV-Licht 

Die Kultivierung der Bakterien bis zur Induktion mit UV-Licht erfolgte identisch zu der MMC-

Induktion (s.o.). Weiterhin wurde ein Kontrollstamm (Bifidobacterium adolescentis 94175) in 
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den Versuch integriert, um den Effekt der UV-Strahlung bei einem Prophagen-freien Bakterium 

vergleichen zu können. Es wurden also zwei Hungate-Röhrchen wie oben beschrieben beimpft 

und nach Erreichen einer OD von 0,2 jeweils die Hälfte der Kultur mit UV-Licht bestrahlt, wäh-

rend die andere Hälfte uneingeschränkt weiterwachsen konnte. Die Bestrahlung erfolgte im Ab-

stand von 10 cm bei einer Wellenlänge von 254 nm für 10 min. Dafür wurden ca. 2 ml der Kul-

turen entnommen und unter sterilen Bedingungen in Petrischalen gegeben, welche dann ohne 

Deckel unter die Lampe gestellt wurden. Nach der Bestrahlung wurden die Kulturen in frische, 

vorgewärmte Hungate-Röhrchen gegeben und erneut im Wasserbad bei 37 °C inkubiert und die 

OD regelmäßig gemessen. Der Nachweis eventuell vorhandener Phagen im Überstand erfolgte 

auch bei dieser Induktion mittels PCR (s. Kap. 3.7.1). 

3.9 Isolierung eines Prophagen-kurierten Klons von B. thermophilum 

94004 

Dieser Versuch diente der systematischen Suche nach natürlich vorkommenden Prophagen-ku-

rierten Klonen des B. thermophilum 94004 Stammes. Als Ausgangsquelle hierfür kam die Kryo-

Kultur zum Einsatz, welche nach der Kultivierung im Bioreaktor aus dem Zellpellet gewonnen 

wurde. Aus der Kryo-Kultur wurde eine Standard-Kultur beimpft und nach 48 h Inkubation so-

weit verdünnt, dass drei Platten der Verdünnungsstufe 10-8 ausgestrichen werden konnten. Die 

ausgewachsenen Kolonien (Klone) wurden nummeriert und jede einzelne zerteilt. Ein Teil der 

Kolonie wurde in eine Mikrotiterplatte mit frischem TPY-Medium als Rückstellprobe aufge-

nommen, während der andere Teil für einen Zellaufschluss mit anschließender zweistufiger 

PCR-Analyse verwendet wurde. Anhand der Ergebnisse der PCRs wurde letztlich entschieden, 

ob es sich bei dem Klon um eine Prophagen-kurierte Variante handelte. Schied ein Klon durch 

ein Ergebnis einer PCR aus, wurde er verworfen. Ein detailliertes Fließschema dieses Prozesses 

ist in Abbildung 2 zu sehen.  
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Abbildung 1: Fließschema zur Isolierung Prophagen-kurierter Klone von B. thermophilum 94004. Hauptschritte sind in abge-
rundeten Rechtecken und Verzweigungen in Rauten dargestellt.  

 

Kryo-Kultur 

48 h Kultur 

Ausstrich der 10-8 
Verdünnung 

Verdünnungsreihe erstellen 

3x 

48 h Inkubation, 37 °C 

Mikrotiterplatte mit 
Kultur-Medium 

Mikrotiterplatte 
mit rH2O 

48 h Inkubation, 37 °C Hitzeaufschluss, 95 °C 

No-Willi-PCR 

Ja 

Nein 
PCR  

Produkt 

  

PCR  
Produkt 

  

Kontroll-PCR 

Nein 

Ja 

Klon ver-
werfen 

Klon in Stammsamm-
lung aufnehmen 

Teilen der 
Kolonien 

Kurierter 
Klon 

Nein 

Ja 



 Material und Methoden    

18 
 

3.10  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Es wurden Nachweissysteme entwickelt, um sowohl freie Phagen in Kulturüberständen als auch 

das Phagengenom innerhalb des Bakteriengenoms finden zu können. Des Weiteren wurde mit-

tels PCR überprüft, ob Kolonien innerhalb des Screenings Phagen-kuriert waren.  

3.10.1  Nachweis von Phagen in Überständen 

Für den Nachweis von „Willi“ nach der Induktion oder Kultivierung des B. thermophilum 

94004 wurde zunächst 1 ml der Kultur bei 13000 rpm abzentrifugiert und anschließend sterilfil-

triert (0,45 µm). Ein DNAse-Verdau (Endkonz. 3 µg ml-1) entfernte freie bakterielle DNA im 

Überstand. Danach konnte der Überstand direkt in den PCR-Ansatz (25 µl) gegeben werden, 

der sich wie folgt aufbaute:  

Tabelle 4: PCR-Ansatz zum Nachweis von „Willi“ (Tape-Measure-Gen). 

Substanz Konzentration Volumen in µl 

DreamTaq Green PCR Master Mix 2fach 12,5 

Forward Primer 10 µM 1 

Reverse Primer 10 µM 1 

Template DNA - 1 

rH2O, Nuklease-frei - 9,5 

 Endvolumen 25 µl 

 

Das Primer-Paar wurde so gewählt, dass ein PCR-Produkt entsteht, welches 2763 bp groß ist 
und dem Tape-Measure-Gen des Prophagen entspricht. 

Verwendete Primer:  

• Sequenz des Primers #57:  ‘3- AAGGAACACGATGGCAGCAC -5‘ 

• Sequenz des Primers #65:  ‘3- CGCACGCGTATTCAAGCGAT -5‘ 

Die Amplifizierung erfolgte in einem Thermocycler von Peqlab Biotechnology, bei der folgendes 
Programm angewendet wurde: 

Tabelle 5: PCR-Protokoll zum Nachweis von „Willi“ (Tape-Measure-Gen). 

Programmschritt Temperatur in °C Zeit in s 

Initiale Denaturierung 95 180 

35x 

Denaturierung 95 30 

Hybridisierung 55 30 

Elongation  72 170 

Finale Elongation 72 420 
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Die Schritte Denaturierung bis Elongation bilden den Amplifikations-Zyklus und werden 35 

Mal wiederholt. Als Positiv-Kontrolle wurde aufgereinigte Phagen-DNA (s. Kap. 3.8.1) einge-

setzt. Die Kontrolle der Amplifikation erfolgte mittels einer Agarose-Gelektrophorese (s. Kap. 

3.9.3). 

3.10.2  Identifikation von B. thermophilum 94004 mittels 16S-rRNA-Sequenzie-

rung 

Zusätzlich zur Genomsequenzierung wurde eine 16S-rRNA-Sequenzierung des B. thermophi-

lum 94004 durchgeführt. Die genomische DNA wurde extrahiert und aufgereinigt (s.o.). Da-

nach wurde in einer PCR das 16S-rRNA-Gen amplifiziert und zur Sequenzierung verschickt 

(GATC Biotech AG). Der PCR-Ansatz erfolgte wie in Tabelle 8 zu sehen. Als Primer kamen uni-

verselle 16S-Primer zum Einsatz. Das PCR-Protokoll unterschied sich lediglich in der Hybridi-

sierungstemperatur von 57 °C, welche abhängig von den verwendeten Primern ist.  

Verwendete Primer: 

• Sequenz des Primers 27f: ‘3- AGRGTTYGATYMTGGCTCAG -5‘ 

• Sequenz des Primers 1492R: ‘3- RGYTACCTTGTTACGACTT -5‘ 

3.10.3  Nachweis von kurierten Klonen (Kolonie PCR) 

Die zu analysierenden Kolonien wurden in jeweils 50µ µl rH2O in einem Well einer Mikrotiter-

platte aufgenommen und die Platte luftdicht verschlossen. Dann erfolgte der Hitzeaufschluss 

bei 95 °C für 15 min im Thermocycler. Nachdem die Platte abzentrifugiert wurde, konnte für 

jeden Klon ein PCR-Ansatz in einer neuen Mikrotiterplatte angesetzt werden (s. Tab. 8). Im ers-

ten Schritt der zweistufigen PCR-Analyse, No-Willi-PCR genannt, wurden Primer verwendet, 

die direkt neben dem integrierten Phagengenom (upstream der attL und downstream der attR) 

und innerhalb des Bakteriengenoms binden. Auf diese Weise konnte nur dann ein Produkt ge-

wonnen werden, wenn kein Prophage in dem Bakteriengenom vorhanden war. Die erste Gene-

ration dieser Primer (#77 & #78) ergab ein Produkt, dass ca. 600 bp groß war. Mit der zweiten 

Generation (#81 & #82) wurde ein Produkt generiert, dass ca. 1150 bp groß war. Im Falle einer 

erkennbaren Bande wurde der entsprechende Klon auch in der zweiten PCR untersucht. Diese 

entspricht der Tape-Measure-PCR, welche auch zum Nachweis von Phagen in Kulturüberstän-

den angewandt wurde und ergibt nur ein Produkt, wenn der Phage definitiv im Bakteriengenom 

enthalten ist. 

Verwendete Primer: 

• Sequenz des Primers #77:  ‘3- AAGTAACCGCCAACACCCCG -5‘ 
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• Sequenz des Primers #78:  ‘3- TATGTTGGCGCAGTCGAGGGTT -5‘ 

• Sequenz des Primers #81:  ‘3- GGGTTGCAGACCTTCCTGACTGCTGGTG -5‘ 

• Sequenz des Primers #82:  ‘3- CAACCGGGAACGCCAAAA CAAGAATGAC -5‘ 

3.10.4  Agarose-Gelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten 

PCR-Amplifikate wurden in einer Agarose-Gelektrophorese aufgetrennt. Hierfür wurde Aga-

rose 1%-ig in 1x TAE-Puffer (pH 8,3) durch Aufkochen gelöst und in Schlitten mit 8- oder 15-

zähnigen Kämmen gegossen und für mindestens 15 min polymerisiert. Das Gel wurde dann in 

eine Elektrophorese-Kammer gegeben und mit 1x TAE-Puffer übergossen bis die Kammer ge-

füllt war. Die PCR-Ansätze sowie Größenstandards (DNA Leiter 1 kb und 100 bp plus) konnten 

dann direkt in die Geltaschen pipettiert werden. Der Thermo Scientific DreamTaq-Green-Mas-

termix, welcher ausschließlich zum Einsatz kam, enthält bereits Glycerin zum Beschweren der 

Proben. Die anschließende Elektrophorese erfolgte bei 100 V für mindestens 60 min, bis die 

blaue Lauffront die untere Kante des Gels erreichte. Das Gel wurde dann für 15 min in einer 

Ethidiumbromidlösung (Endkonz. 1 µg ml-1) gefärbt und für 10 min in rH2O entfärbt. Das Gel 

wurde abschließend unter UV-Licht fotografiert.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Phagenproduktion im Bioreaktor 

Die OD-Messung der Vorkultur 

ergab einen Wert von 3,4. Die Fer-

mentation wurde nach knapp 27 h be-

endet und die Kulturbrühe wie in Ka-

pitel 3.3.1 beschrieben geerntet. Die 

Probennahme unmittelbar davor lie-

ferte einen OD-Wert von 6,74 und 

eine LKZ von 4,6 ∙ 109 KBE ml-1. Ab-

bildung 3 ist die Aufnahme der Kultur 

nach 24 h im Phasenkontrastmikro-

skop. In der anschließenden CsCl-

Dichtegradienten-Ultrazentrifuga-

tion konnte eine sichtbare bläuliche Bande im Bereich von ρ ~ 1,45 kg l-1 mit einer Kanüle abge-

zogen und in SM-Puffer (s. Tab. 6) aufgenommen und bei 4 °C gelagert werden. Der durch 

MFCS 3.0 dargestellte Kultivierungsverlauf findet sich im Anhang (s. Abb. 16). 

4.2 Transmissionselektronenmikroskopie des Bakteriophagen 

Abbildung 4 zeigt die TEM-Aufnahme 

des Bakteriophagen „Willi“. Anhand 

dieser lässt sich der Phage morpholo-

gisch beschreiben. Er ist gekennzeich-

net durch einen flexiblen, langen und 

nicht kontraktilen Schwanz und 

konnte mit diesen Informationen mit-

tels der Klassifizierung von Phagen, 

welche 1974 entwickelt wurde, der 

Phagenfamilie der Siphoviridae zuge-

ordnet werden. (Ackermann et al., 

1974). Mithilfe der TEM-Auswer-

tungssoftware konnte der Phage sehr genau vermessen werden. 

Abbildung 2: Aufnahme der 24 h Kultur des B. thermophilum 94004 im Bi-
oreaktor mit einem Phasenkontrastmikroskop (630fache Vergrößerung).  

Abbildung 3: TEM-Aufnahme des aktiven Bakteriophagen aus B. thermo-
philum 94004.  
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Tabelle 6: Morphologiedaten des Phagen „Willi“, ermittelt aus mehreren Aufnahmen des TEM.  

Statistische Größe 
Messergebnisse in nm 

Kopfdurchmesser Schwanzlänge Schwanzbreite 

Durchschnitt 58,881 148,392 11,168 

Min. 57,025 143,662 10,761 

Max. 60,359 152,201 11,618 

4.3 Analyse des Wirtsspektrums des Phagen „Willi“ 

In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der Aufnahme des Wirtsspektrums von „Willi“ auf 22 B. adole-

scentis Stämmen aus der hausinternen Stammsammlung zu sehen. Verwendet wurden Phagen-

lysate aus Cäsiumchlorid-Aufreinigungen (s. Kap. 3.4.2), die in dieser Arbeit (Phagenlysat 1) 

und in Vorarbeit (Phagenlysat 2) hergestellt wurden. Die Bewertung der Spotbildung und damit 

Lyse der Zellen durch Phagenaktivität reichte von keiner erkennbaren Spotbildung (-) bis gut 

erkennbarer Spotbildung (+++); wobei die Anzahl der Pluszeichen für verschiedene Stufen der 

Erkennbarkeit steht.  

Tabelle 7: Ergebnisse der Analyse des Wirtsspektrums von „Willi“ auf 22 B. adolescentis Stämmen.  

B. adolescentis  

Stamm- Nummer 

Spotbildung 

Phagenlysat 1 Phagenlysat 2 

94005 - - 

94072 ++ +++ 

94081 + ++ 

94109 - - 

94112 - ++ 

94174 - - 

94175 - - 

94188 - - 

94189 - - 

94190 + + 

94191 - + 

94192 - - 

94193 - - 

94194 - + 

94195 - - 

F017 A3 - - 

F022 B4 - - 
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B. adolescentis  

Stamm- Nummer 

Spotbildung 

Phagenlysat 1 Phagenlysat 2 

F049 B1 - - 

F084 C1 + + 

PS001 B - - 

PS001 C - - 

PS105 B - - 

 

Während bei einigen Stämmen (94190, 94191, 94194 

und F084 C1) sehr feine Spots beobachtet werden konn-

ten, zeigten nur drei Stämme (94072, 94081 und 94112) 

deutlich erkennbare Spotbildung.  

Auf der Abbildung links ist die Spotbildung von B. adole-

scentis 94072 zu sehen. Innerhalb des Spots sind keine 

Kolonien gewachsen und auch direkt neben dem Spot ver-

bleiben die Kolonien sehr klein. 

 

 

4.4 Genomsequenzierung des B. thermophilum Stammes 94004 und 

des Phagen 

Nachdem die Rohdaten der Sequenzierung der Genome und Gene (16S rRNA) mittels ILLU-

MINA MiSeq ausgewertet, d. h. assembliert und annotiert waren, erfolgte eine Analyse des 16S 

rRNA-Gens des B. thermophilum 94004 mittels des Basic Local Alignment Search Tool für Nu-

cleotide (BLASTn, NCBI), um eine Aussage über Verwandtschaften mit anderen Bakterien tref-

fen zu können. Das 1487 bp große Gen konnte als „Small Subunit Ribosomal RNA; ssuRNA; 

SSU rRNA“ nach der Annotation (RAST) im Genom identifiziert und über das BLASTn in die 

Datenbank gegeben werden. Ein Teil der Ergebnisse dieser Analyse findet sich in Tabelle 8 und 

ergab Bifidobacterium thermophilum RBL67 als ersten Treffer mit einer Abdeckung von 100% 

und einer Identität von 99% auf 16S rRNA-Genebene. Beispielhaft sind weitere Treffer aufge-

führt, deren prozentuale Übereinstimmung allerdings geringer war. BLASTn gibt prozentuale 

Werte für die Übereinstimmung von gefundenen Sequenzen an. Das prozentuale Ergebnis des 

direkten Größenvergleichs der hochgeladenen Sequenz mit der in der Datenbank gefundenen 

Abbildung 4: Aufnahme der B. adolescentis 
94072 Kultur in TPY-Soft-Agar nach Aufspot-
ten des Phagenlysats 2 und 24 h Inkubation.  
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Übereinstimmung steht dabei für die Abdeckung. Die Identität beschreibt die Gleichheit einzel-

ner übereinstimmender Abschnitte der verglichenen Sequenzen. Beispielsweise würden zwei 

Sequenzen eine 100%ige Identität aufweisen, wenn nur ein sehr kleiner Abschnitt der komplet-

ten Sequenz übereinstimmt, in diesem kleinen Bereich aber alle Basenpaare gleich sind.  

Tabelle 8: Ausschnitt der Ergebnisse der BLASTn-Analyse des B. thermophilum 94004 Stammes auf 16S-rRNA-Ebene. 

Gefundene Sequenz Abdeckung Identität 

Bifidobacterium thermophilum RBL67, complete Genome 100 % 99 % 

Bifidobacterium thermacidophilum subsp. porcinum, gene for 
16S rRNA, partial sequence 

99 % 99 % 

Bifidobacterium sp. JCM 7042, gene for 16S rRNA, partial se-
quence 

97 % 100 % 

Im nächsten Schritt wurden dann die assemblierten Contigs (s. Kap. 3.7.2) des sequenzierten B. 

thermophilum 94004 einzeln über BLASTn in die Datenbank geladen und analysiert. Es zeigte 

sich, dass das Contig 14 eine etwa 40 kb große DNA-Sequenz enthält, die in dem Genom von B. 

thermophilum RBL67 an dieser Stelle nicht vorkommt (s. Abb. 7, Tab. 9). 

 

 

Tabelle 9: Darstellung der BLASTn-Ergebnisse des Contig 14 des B. thermophilum 94004 Stammes. 

Gefundene Sequenz Abdeckung Identität 

Bifidobacterium thermophilum RBL67, complete genome 100 % 99 % 

Bifidobacterium adolescentis strain BBMN23, complete genome 27 % 87 % 

Bifidobacterium bifidum S17, complete genome 23 % 94 % 

Bifidobacterium sp. CFAR 172 xylulose-5-phosphate/fructose-6-
phosphate phosoketolase (xfp) gene, complete cds 

1 % 97 % 

Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703 DNA, complete ge-
nome 

21 % 92 % 

Aufgrund der Vermutung, dass hier der Prophage im Genom integriert ist, wurde das Contig 14 

mittels PHAST (PHAge Search Tool, Zhou et al., 2011) analysiert (s. Abb. 7). Position 1 und 27 

zeigen die attachment-sites attL und attR, die das PHAST-Programm aufgrund von Sequenz-

Abbildung 5: Graphische Darstellung der BLASTn-Ergebnisse des Contig 14 des B. thermophilum 94004 Stammes. 
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Homologien gefunden hat. Die zwischen diesen Regionen liegenden ORFs wurden durch 

PHAST annotiert und mit BLAST analysiert. Die in grün dargestellten Gene sind Phagen-spezi-

fische Gene, die in grau dargestellten Gene Bakterien-spezifische Gene. Unter den Phagen-spe-

zifischen Genen, die für essentielle Proteine codieren, wurden ein Capsid-Reifungsprotein (Po-

sition 7), ein Kopfmorphogenese-Protein (Position 12), ein die Schwanzlänge bestimmendes 

Tape-Measure-Protein (Position 19), ein Antirepressor-Protein (Position 10) und eine Integrase 

(Position 26) gefunden. Eine graphische Darstellung des Contig 14 findet sich im Anhang (s. 

Abb. 20). 

 

Abbildung 6: Tabellarische Ergebnisse der BLASTn-Analyse des Contig 14 aus dem Genom des B. thermophilum 94004 Stam-
mes. 

Auch das sequenzierte Phagengenom wurde mittels BLASTn analysiert. Es zeigte sich, dass 

diese Sequenz bisher noch nicht für einen Phagen beschrieben bzw. in die Datenbank geladen 

wurde. Das Phagengenom weist eine ungefähre Größe von 36,5 kb auf. 

 

Abbildung 8: Graphische Darstellung der BLASTn-Ergebnisse des sequenzierten Phagengenoms. 
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Tabelle 10: Darstellung der BLASTn-Ergebnisse des sequenzierten Phagengenoms. 

Gefundene Sequenz Abdeckung Identität 

Bifidobacterium adolescentis strain BBMN23, complete genome 34 % 87 % 

Bifidobacterium bifidum S17, complete genome 14 % 94 % 

Bifidobacterium bifidum strain PRI 1 chromosome, complete ge-
nome 

8 % 94 % 

Uncultured bacterium clone Control TwinB Time 2 PE 119 ge-
nomic sequence 

4 % 97 % 

Bifidobacterium longum strain Su859 genome assembly, chro-
mosome: I 

2 % 91 % 

Im Anhang (s. Abb. 18, Abb. 19) sind Bilder aufgeführt, die eine Übersicht der assemblierten 

und annotierten Genome des B. thermophilum 94004 und des Phagen „Willi“ darstellen. 

4.5 Induktionsversuche des Prophagen 

Dargestellt werden die OD-Kurven von B. thermophilum 94004 nach Behandlung mit verschie-

denen MMC-Konzentrationen.  

 

Abbildung 7: Induktionsversuch von B. thermophilum 94004 mit MMC-Konzentrationen von 0,05 bis 0,3 µg ml -1. Die Induk-

tion erfolgte nach 4,4 h.  

In Abbildung 9 und Tabelle 11 ist zu sehen, dass die Kulturen ähnliche Start-OD-Werte aufwie-

sen und bis zur Messung nach etwa 7,5 h ähnliche exponentielle Wachstumsverläufe zeigten. 
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Die Messungen am Folgetag ergaben OD-Endwerte, die in der Diskussion für einen Vergleich 

dienen. Während die Kontrolle den höchsten End-OD-Wert zeigte, nahmen die Endwerte der 

anderen Kulturen mit zunehmender MMC-Konzentration ab.  

Tabelle 11: Start- und End-OD-Werte der Kulturen, die mit 0,02 bis 0,05 µg ml-1 MMC induzierten wurden. 

MMC-Induktions-Konzentration in µg ml-1 Start-OD End-OD 

0 (Kontrolle) 0,018 2,057 

0,02  0,033 1,566 

0,03 0,042 1,152 

0,04 0,032 1,161 

0,05 0,037 1,162 

 

 
Abbildung 8: Induktionsversuch von B. thermophilum 94004 mit MMC-Konzentrationen von 2 bis 5 µg ml -1. Die Induktion 
erfolgte nach 2,6 h. 

Auffällig in Abbildung 10 ist der ungleiche Verlauf der OD-Werte der Kulturen vor der Induk-

tion. Die Wachstumskurve der Kontrolle kann exponentiellem Wachstum zugeordnet werden, 

wobei nach 5 h ein anfänglicher Abfall der Wachstumsgeschwindigkeit zu erkennen ist. Bei den 

induzierten Kulturen ist nach der Induktion ein Abfall der Wachstumsgeschwindigkeit zu ver-

zeichnen und die gemessen OD-Werte verbleiben deutlich unter denen der Kontrolle. Die Mes-

sungen der OD am Folgetag zeigten, dass das Wachstum bereits am Vortag abgeschlossen war. 

Bis auf die Kultur, welche mit 4 µg ml-1 MMC induziert wurde (gelb), zeigten die induzierten 

Kulturen einen minimalen Abfall der OD nach der Übernachtphase bei 37 °C.  
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Tabelle 12: Start- und End-OD-Werte der Kulturen, die mit 2 bis 5 µg ml-1 MMC induzierten wurden. 

MMC-Induktions-Konzentration in µg ml-1 Start-OD End-OD 

0 (Kontrolle) 0,179 1,997 

2  0,077 0,408 

3 0,057 0,306 

4 0,103 0,764 

5 0,059 0,362 

 

Abbildung 9: Induktionsversuch von B. thermophilum 94004 mit MMC-Konzentrationen von 3 bis 7 µg ml -1. Die Induktion 
erfolgte nach 3,75 h. 

Die Kulturen dieses Induktionsversuches zeigten vergleichbare Start-OD-Werte und Wachs-

tumskurven vor der Induktion bei 3,75 h. Nach der Induktion wurde bei den induzierten Kultu-

ren ein Abfall der Wachstumsgeschwindigkeit festgestellt, während die Kontrolle bis zu einem 

OD-Wert von 0,962 exponentiell weitergewachsen ist. Die gepunkteten Linien stellen die Über-

nachtphase bei 4 °C dar. Gut zu sehen ist, dass die Kontrolle ihr exponentielles Wachstum am 

nächsten Tag aufgenommen hat, jedoch nach einer halben Stunde langsamer und nach 29 h 

nicht mehr gewachsen ist. Die induzierten Kulturen zeigten am zweiten Tag keine Zunahme der 

OD. Die Endwerte am letzten Tag zeigten eine signifikante Zunahme der OD der Kontrolle, 

während die induzierten Kulturen weiterhin stagnierten. Die Kulturüberstände der induzierten 

Kulturen wurden nach Abschluss der Versuche in einer PCR (s. Kap. 3.10.1) auf freigesetzte 

Phagen untersucht, ergaben allerdings in keinem Fall ein positives Ergebnis.  
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Tabelle 13: Start- und End-OD-Werte der Kulturen, die mit 3 bis 7 µg ml-1 MMC induzierten wurden. 

MMC-Induktions-Konzentration in µg ml-1 Start-OD End-OD 

0 (Kontrolle) 0,042 2,487 

3 0,075 0,490 

5 0,047 0,454 

6 0,085 0,588 

7 0,051 0,537 

 

Um zu zeigen, dass mit dem verwendeten 

MMC tatsächlich Prophagen induziert werden 

können, hat Frau Dr. S. Koberg ein Kontroll-

versuch mit Streptococcus thermophilus J34 

durchgeführt. 

Die Darstellung der OD-Werte beginnt nach 

der Induktion mit MMC. Am Anfang verlaufen 

die OD-Kurven parallel zu der Kontrolle. Mit 

zunehmender Konzentration des MMCs be-

ginnt der Abfall der OD signifikant früher: bei 

0,1 µg ml-1 (rot) nach 2 h, bei 0,2 µg ml-1 (gelb) 

nach 1,5 h und bei 0,3 µg ml-1 (grün) nach 1 h. 

Die OD fällt danach auf ein Minimum (bei 0,2 und 0,3 µg ml-1) und im Falle der mit 0,1 µg ml-1 

MMC induzierten Kultur auf 0,6 zurück. Der Beweis, dass die lysierende Wirkung der Bakteri-

ophagen und nicht die antibiotische Wirkung des MMCs der Grund für den Abfall der OD ist, 

kann durch eine TEM-Aufnahme des Kulturüberstandes oder eine Titerbestimmung der Pha-

genkonzentration durch Plaque-Tests erbracht werden. 

In Anbetracht der begrenzten Zeit für die Ausarbeitung dieser Arbeit konnte kein Kontrollver-

such für die Induktion von B. thermophilum 94004 mit UV-Licht durchgeführt werden. Aus die-

sem Grund konnte nicht bewiesen werden, dass die angewandte Methodik für die Induktion von 

Prophagen mit UV-Licht geeignet ist und es werden keine Ergebnisse dargestellt. Es kann je-

doch erwähnt werden, dass bei den induzierten Kulturen eine Verzögerung des Wachstums er-

wirkt wurde. Jedoch kann daraus nicht geschlossen werden, dass dieser Effekt auf die Bestrah-

lung zurückzuführen ist, da die Zellen ebenfalls erhöhtem Stress durch Sauerstoffkontakt aus-

gesetzt waren. Am Ende erreichten die induzierten Kulturen OD-Werte, die der Kontrolle ähnel-

ten. Die trotz dessen durchgeführte PCR-Analyse der Kulturüberstände ergab ebenfalls kein po-

sitives Ergebnis.  

Abbildung 10: Ergebnisse des Kontrollversuchs zur Überprü-
fung der Wirksamkeit des MMCs mit Streptococcus thermo-
philus J34. Induktionskonzentrationen von 0,1 bis 0,3 µg ml-1. 
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4.6 Isolierungsversuche einer Prophagen-kurierten Variante 

In diesem Teil werden relevante Informationen und Ergebnisse sowie beispielhafte PCR-Analy-

sen aus dem Versuch zur Isolierung eines Prophagen-kurierten Klons von B. thermophilum 

94004 dargestellt.  

Bevor das eigentliche Screening von einzelnen Klonen durchgeführt wurde, erfolgte eine PCR-

Analyse (No-Willi) der aufgereinigten DNA der Gesamtkultur, die aus der Kultivierung zur Pha-

gen-Produktion gewonnen wurde. Dabei kamen beide Primer-Paare zum Einsatz (s. Kap. 

3.10.4). 

 

  

Abbildung 11: Aufnahmen der Elektrophorese-Gele mit den gelaufenen Produkten aus den No-Will-PCRs 
mit den Primern #77 + #78 (links) und #81 + #82 (rechts).   

 

Beide PCR-Analysen ergaben eine Bande erwarteter Größe (links: ~600 bp, rechts: ~1150 bp). 

Demnach konnte davon ausgegangen werden, dass die Gesamtkultur Klone enthielt, die Pro-

phagen-kuriert waren oder noch nicht infiziert worden sind.  

Insgesamt wurden 60 isolierte Klone auf Prophagen-Kurierung untersucht. auf Im Folgenden 

werden die Ergebnisse der zweistufigen PCR-Analyse von 30 isolierten Klonen abgebildet.  
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Abbildung 12: Ergebnisse der No-Willi-PCR von 30 isolierten Klonen aus der Gesamtkultur von B. thermophilum 94004. 
Erkennbare Banden bei ~600 bp. Blaue Sterne kennzeichnen Klone, die Prophagen-kuriert sein könnten. Verwendete Pri-

mer: #81 & #82 

 

Abbildung 13: Ergebnisse der Tape-Measure-PCR von potenziell Prophagen-kurierten Klonen.  

Abbildung 15 zeigt die Ergebnisse der No-Willi-PCR mit 30 Klonen von B. thermophilum 

94004. Die Sterne kennzeichnen Klone, bei denen eine mindestens schwach erkennbare Bande 

bei ~600 bp gelaufen ist. Die zweite PCR (Tape-Measure) ergab für alle gekennzeichneten Klone 

Banden bei ~1200 bp und ~3000 bp.  
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5 Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Bakteriophage „Willi“, der bei der Kultivierung des lysoge-

nen Bifidobacterium thermophilum 94004 erstmals entdeckt wurde, morphologisch und mole-

kularbiologisch analysiert. Die in Kapitel 4 dargestellten Ergebnisse dienen nunmehr als Dis-

kussionsgrundlage. 

Die Sequenzierung des 16S-rRNA-Gens von Bifidobacterium 94004 lieferte erstmals die Infor-

mation, dass es sich dabei um ein Bifidobacterium thermophilum handeln könnte, da eine hohe 

Übereinstimmung (Abdeckung 100 %, Identität 99 %) mit B. thermophilum RBL67 festgestellt 

wurde (Tab. 8). Dieses Bifidobakterium wurde erstmals aus Stuhlproben von Säuglingen iso-

liert (Touré et al., 2003). Nach der Sequenzierung des B. thermophilum RBL67 Genoms wurde 

dieses auch veröffentlicht (Jans et al., 2013). Der direkte Vergleich mit dem Genom von 94004 

auf Sequenzebene konnte bestätigen, dass es sich um ein B. thermophilum handelt, welches 

dem B. thermophilum RBL67 sehr ähnlich ist. Die ca. 40 kb große Sequenz in Contig 14 des B. 

thermophilum 94004, die im Genom von B. thermophilum RBL67 fehlt, stellte sich nach einer 

PHAST-Analyse als Prophagengenom heraus (s. Abb. 6, Tab. 9). Ein Abgleich dieser Sequenz 

mit dem sequenzierten Genom des freien Phagen zeigte eine eindeutige Übereinstimmung. Des 

Weiteren wurden in dem Prophagen-Genom Phagen-spezifische Strukturproteine für Capsid-

Reifung, Kopfmorphogenese und das Tape-Measure-Protein identifiziert. Für die lysogene Ver-

mehrungsweise des temperenten Phagen „Willi“ wurden unerlässliche Proteine wie ein Antire-

pressor und eine Integrase gefunden. Zu diesem Zeitpunkt stand fest, dass „Willi“ ein tempe-

renter Phage ist. Bei den gefundenen attachment-sites handelt es sich um die Bereiche, an denen 

die homologe Rekombination zwischen dem bakteriellen Genom und dem temperenten Phagen 

stattgefunden hat. Auf diese Weise hat sich der Phage in das Bakteriengenom integriert. Letzt-

lich konnte ein BLASTn-Abgleich des Phagengenoms zeigen, dass lediglich geringe Sequenz-

basierte Übereinstimmungen mit anderen Bifidobakterien-Genomen gefunden wurden (s. Abb. 

8, Tab. 10). Damit stellt der in dieser Arbeit isolierte und charakterisierte Phage „Willi“ einen 

neuen temperenten Phagen von B. thermophilum dar. 

Bei der Kultivierung des B. thermophilum 94004 im Bioreaktor lagen die ermittelten Endwerte 

für optische Dichte (6,74) und Lebendkeimzahl (4,6 ∙ 109 KBE ml-1) im Vergleich mit Kultivie-

rungen, die vor dieser Arbeit unter gleichen Bedingungen durchgeführt wurden, im Mittelfeld 

der Ergebnisse (s. Anhang Tab. 19). Das könnte auf eine erhöhte lytische Aktivität von Phagen 

hinweisen. Die Nachweisgrenze für Phagen bei der Aufnahme im Transmissionselektronenmik-

roskop liegt bei ungefähr 106 PbE ml-1. Die Tatsache, dass freie Phagen im Kulturüberstand der 

Bioreaktor-Probe gefunden werden konnten, deutete auf eine Konzentration der Phagen im Be-
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reich der Nachweisgrenze hin. Die Kultivierung von B. thermophilum 94004 im Bioreaktor er-

wies sich als einzige Kultivierungsumgebung, in der sich freie Phagen nachweisen ließen. Das 

könnte für eine hohe spontane Induktionsrate oder eine durch die Bedingungen des Bioreaktors 

hervorgerufene Induktion des Prophagen sprechen. Im Unterschied zur Kultivierung im Anae-

robiertopf oder Hungate-Röhrchen wird im Bioreaktor ab dem Erreichen eines voreingestellten 

pH-Wertes NaOH zugegeben und der Fermenterinhalt gerührt, wodurch eine höhere Zelldichte 

erreicht werden kann. Es gibt zahlreiche intrinsische und extrinsische Faktoren, die einen Pro-

phagen induzieren können (Nanda et al., 2015). Zu den extrinsischen Faktoren zählen z. B. UV-

Strahlung, Antibiotika, Hitze und der pH-Wert. Die Vermutung liegt nahe, dass die Änderung 

des pH-Werts durch NaOH-Zugabe eine Rolle bei der Induktion spielen könnte. Dieser Effekt 

müsste in nachfolgenden Versuchen im kleinen Maßstab näher analysiert werden. 

Der gefundene Phage „Willi“ konnte anhand der TEM-Aufnahme und der Ackermann-Klassifi-

zierung der Phagenfamilie der Siphoviridae zugeordnet werden. Die Einordnung erfolgte in Ab-

grenzung zu Myoviridae-Phagen, welche die zweite Phagenfamilie mit langen Schwänzen in-

nerhalb der Ordnung Caudovirales darstellen. Diese besitzen durch die Fähigkeit der Kontrak-

tion allerdings einen deutlich dickeren und starren Schwanz (s. Anhang Abb. 17). Bisher sind 

keine TEM-Aufnahmen von Bifidobacterium-Phagen veröffentlicht worden, weshalb kein mor-

phologischer Vergleich zu anderen Phagen gezogen werden konnte.  

Die Analyse des Wirtsspektrums von „Willi“ auf 22 verschiedenen B. adolescentis Stämmen 

ergab, dass der B. adolescentis Stamm 94072 der empfänglichste Wirtsstamm war. Jedoch kann 

in diesem Fall nicht eindeutig von einem Indikatorstamm gesprochen werden, zumal die Ergeb-

nisse nicht reproduziert werden konnten. Aufgrund dessen, dass keine Plaques generiert werden 

konnten, war auch keine genaue Titerbestimmung möglich.  

Tabelle 7 zeigt, dass das Phagenlysat 2 in zwei Fällen (94072 und 94081) eine bessere Spotbil-

dung als das Phagenlysat 1 zeigte. Weiterhin erzeugte in drei Fällen (94112, 94191 und 94194) 

nur das Phagenlysat 2 erkennbare Spots. Daraus ergibt sich die Vermutung, dass das Phagenly-

sat 2 einen höheren Phagentiter aufwies. Erfolgreiche Titerbestimmungen stellen eine essenti-

elle analytische Basis bei der Forschung an Bakteriophagen dar. Ohne diese können nur wenige 

Aussagen darüber getroffen werden, unter welchen Umständen, d. h. Umweltbedingungen für 

die Wirtszelle, wie viele Phagen freigesetzt werden. Des Weiteren ist sowohl der zeitliche als 

auch finanzielle Aufwand bei Titerbestimmungen mit Indikatorstämmen im Vergleich zu einer 

Aufnahme mittels TEM, die in dieser Arbeit zum Nachweis von Phagen diente, deutlich gerin-

ger. Zur weiteren Arbeit mit dem Bifidobacterium thermophilum 94004 als lysogener Wirt von 

„Willi“ und dessen Erforschung stellt das Finden eines geeigneten Indikatorstammes somit ein 

unabdingliches Ziel dar. Bei der Aufnahme des Wirtsspektrums kamen ausschließlich B. adole-
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scentis Stämme zum Einsatz. Diese Spezies weist eine enge Verwandtschaft zu B. thermophi-

lum auf. Es sollten allerdings auch Stämme derselben Spezies als Indikatorstämme in Betracht 

gezogen werden.  

In vielen Fällen führt die Infektion eines Bakteriums durch einen temperenten Phagen zum Tod 

der Zelle durch Lyse. Jedoch werden auch Möglichkeiten beschrieben, wie der Phage den Wirts-

stamm positiv beeinflussen kann (Harrison et al., 2017). Das Phänomen wird als lysogene Kon-

version bezeichnet und beruht auf Phagen-kodierten Genen, die den Phänotyp der Wirtszelle 

beeinflussen können. Im Zuge dieser Arbeit stellte sich die Frage, ob auch „Willi“ seinen Wirt 

beeinflusst. Aufschluss darüber könnte ein Vergleich von Kultivierungen mit B. thermophilum 

94004 und mit einem Prophagen-kurierten Klon geben. Die gezielte Induktion von Prophagen 

durch Umweltreize kann den Selektionsdruck auf den Wirt erhöhen, sodass Prophagen-kurierte 

Klone isoliert werden können. In der Literatur sind einige Methoden zur Induktion von Propha-

gen beschrieben (Lwoff et al., 1953).  

Es wurden Induktionsversuche mit Mitomycin C und UV-Strahlung durchgeführt. In keinem 

dieser Versuche ließ sich der Prophage induzieren (s. Kap. 4.5). Im Falle der UV-Induktion 

könnte die angewandte Methodik der Grund für das negative Ergebnis sein, da diese in Erman-

gelung eines Kontrollversuchs nicht bestätigt werden konnte. Aus einer Publikation des Jahres 

2005 geht hervor, dass nur einer von zwei behandelten Prophagen in Bifidobakterien mit MMC 

induziert werden konnte (Ventura et al., 2005). Studien aus 2004 zeigten, dass auch Phagen, 

welche die Gattung Lactobacillus befallen, nicht mit MMC induziert werden konnten (Ventura 

et al., 2004). Das Ergebnis, dass der Prophage „Willi“ nicht durch MMC induziert wird, bestä-

tigt die Ergebnisse dieser Studien. In der Literatur werden weitere Methoden der Induktion von 

Prophagen wie z. B. mit Wasserstoffperoxid beschrieben, das die Wirtszelle oxidativem Stress 

aussetzt (Loś et al., 2010; Ventura et al., 2005). In der weiteren Erprobung der Induzierbarkeit 

von „Willi“ sollten diese Agenzien getestet werden.  

 Des Weiteren lassen sich Methodik und Ergebnisse der MMC-Induktion diskutieren. Aufgrund 

der unterschiedlichen Anfangs-OD-Werte, die beim Beimpfen mit Spritze und Kanüle entstan-

den sind (s. Tab. 11, 12 und 13), sind die Kulturen von B. thermophilum 94004 unterschiedlich 

schnell gewachsen, sodass der Soll-OD-Wert zur Induktion von 0,2 zu unterschiedlichen Zeit-

punkten erreicht wurde. Weiterhin könnte das TPY-Medium in den Hungate-Röhrchen unter-

schiedliche Verhältnisse von Sauerstoff zu Stickstoff aufweisen; je nachdem wie gut das Bega-

sen und Befüllen der Röhrchen funktioniert hat. Somit würde eine unterschiedlich lange Adap-

tionsphase der Bakterien an die Bedingungen erklärt werden können. Für zukünftige Indukti-

onsversuche, welche in Hungate-Röhrchen durchgeführt werden sollen, muss eine konsistente 

Beimpfung der Röhrchen erfolgen, sodass das Wachstum direkt vergleichbar ist. Die End-OD-

Werte der induzierten Kulturen zeigten, dass MMC einen Einfluss auf das Wachstum der Zellen 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lo%C5%9B%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20070366
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hat. Mit zunehmender Konzentration von MMC in der Kultur wird das Wachstum stark ge-

hemmt. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da das Antibiotikum MMC als Zytostatikum eine 

wachstumsinhibierende Wirkung besitzt (Mitomycine - Lexikon der Biologie). 

Im Falle der „No-Willi-PCR“ kamen zwei verschiedene Primer-Paare zum Einsatz. Bei der ers-

ten Generation dieser bindet der Primer #77 sehr nahe upstream der attL. Das Herausschneiden 

des Phagen aus dem Genom erfolgt nicht immer an derselben Stelle, sodass in manchen Fällen 

angrenzende bakterielle DNA, an die die Primer binden, mit herausgeschnitten würde. In so ei-

nem Fall würde die mitisolierte Phagen-DNA in der PCR ein falsch positives Signal geben. Wei-

terhin hybridisierte der Primer #77 teilweise an einer weiteren Sequenz innerhalb des Bakteri-

engenoms. Deshalb kam ein zweites Amplifikat zustande, dass bei einer Größe von etwa 1700 

bp lief (s. Abb. 13, links). Dies hat zwar keinen Einfluss auf die Amplifizierung des erwünschten 

Produkts (600 bp), findet aber als Schönheitsfehler Erwähnung. Aus diesen Gründen wurde 

eine zweite Generation von „No-Willi-Primer“ designt, die genug Abstand zu den attachment-

sites des Prohphagen einhielten und kein weiteres Amplifikat produzierten. Auch die Primer der 

„Tape-Measure-PCR“ ergaben ein zweites Amplifikat, dass bei einer Größe von ~1200 bp lief (s. 

Abb. 15). Da die eingesetzten Primer-Paare beider PCR-Systeme Produkte erwarteter Größe bil-

deten, kann ausgeschlossen werden, dass die Nachweissysteme nicht funktionierten. Daraus 

geht hervor, dass bei Klonen, die in der „No-Willi-PCR“ als Phagen-kuriert identifiziert wurden, 

nach dem Hitzeaufschluss sowohl Prophagen-kurierte als auch lysogene Genome oder zumin-

dest Teile des Prophagen-Genoms vorliegen müssten.  

In Ermangelung einer Methode zur Induktion von „Willi“ aus dem lysogenen B. thermophilum 

Stamm 94004 konnte auf diese Weise kein Prophagen-kurierter Klon isoliert werden. Die PCR-

Analyse der Bioreaktor-Gesamtkultur von B. thermophilum 94004 lieferte den Beweis, dass da-

rin Prophagen-kurierte Klone vorhanden waren. Von den 60 untersuchten Klonen zeigten 18 

eine Bande in der „No-Willi-PCR“. In der anschließenden „Tape-Measure-PCR“ zur Gegen-

kontrolle konnte jedoch kein Klon als Phagen-kuriert identifiziert werden, da bei jedem eine 

Bande erkennbar war, die ein Beweis für das Vorhandensein eines Prophagen war. Aufgrund 

der inkongruenten Ergebnisse der PCRs in jedem Fall muss ein Fehler in der Methodik vorlie-

gen. Auf den ausgestrichenen Nährböden sind nur wenige Kolonien (weniger als 10 pro Platte) 

gewachsen, was den Schluss zulässt, dass es sich dabei um Reinkulturen handelt, zumal keine 

Zellen aggregieren konnten. Dass also sowohl Prophagen-kurierte als auch lysogene Klone in 

einer Kolonie vorkommen, ist unwahrscheinlich. Der Fehler könnte in dem entwickelten Nach-

weissystem der „No-Willi- oder Tape-Measure-PCR“ zu finden sein. 

Letztlich konnte im Rahmen dieser Arbeit kein Prophagen-kurierter Klon von B. thermophilum 

94004 isoliert werden, sodass keine Kultivierung eines solchen durchgeführt werden konnte. 
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Aus diesem Grund kann über die Einflüsse des Prophagen „Willi“ auf die Physiologie des lysoge-

nen B. thermophilum Stammes 94004 keine Aussage getroffen werden. Es kann lediglich durch 

Vergleich mit dem Wachstumsverhalten bisher getesteter Bifidobakterien vermutet werden, 

dass der Prophage eine Fitnesssteigerung bewirkt. Eine weitere Möglichkeit, um diese For-

schungsfrage zu klären, wäre ein Kultivierungsvergleich mit B. thermophilum RBL67. Da die 

Sequenzierung des Bakteriengenoms von B. thermophilum 94004 erst zum Ende dieser Arbeit 

die Information ergab, dass eine große Ähnlichkeit zu B. thermophilum RBL67 besteht, konnte 

dieser Vergleich nicht mehr durchgeführt werden. Der Stamm wurde allerdings bereits bestellt 

und wird in der Zukunft einen Kultivierungsvergleich ermöglichen. 
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6 Zusammenfassung 

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zur Charakterisierung des temperenten Pha-

gen aus dem lysogenen Bifidobacterium thermophilum Stamm 94004 können als anfänglich be-

zeichnet werden. Aufgrund von negativen Ergebnissen in vielen der geplanten Versuche konn-

ten Ziele wie das Finden eines Prophagen-kurierten Klons und dessen Kultivierung nicht umge-

setzt werden. Die Phagengewinnung im Bioreaktor konnte reproduziert werden, wenngleich 

das gewonnene Phagenlysat wahrscheinlich einen geringeren Titer als das Phagenlysat aus der 

Vorarbeit aufweist. Der Phage konnte aufgrund der Morphologie klassifiziert und der Familie 

der Siphoviridae zugeordnet werden. Die Analyse des Wirtspektrums des Phagen ergab Bi-

fidobacterium adolescentis 94072 als potenziellen Indikatorstamm, welcher allerdings keine 

Plaques generieren konnte, sodass keine genauen Titerbestimmungen durchgeführt werden 

konnten. Die Sequenzierung der Genome von Phage und Wirtsstamm zeigte, dass es sich um 

einen temperenten Phagen handelte. Im Phagengenom wurden Gene gefunden, welche für 

wichtige Proteine codieren, die essentiell für die Struktur und einen lytischen Zyklus sind. Ein 

Abgleich mit der NCBI-Datenbank zeigte auf, dass dieser Phage bis dahin nicht veröffentlicht 

wurde und somit einen neuen temperenten Phagen von B. thermophilum darstellte. Induktions-

versuche zeigten, dass der Prophage nicht durch Mitomycin C induzierbar ist; B. thermophilum 

94004 allerdings schon bei geringen Konzentrationen ab 0,1 µg ml-1 im Wachstum gehemmt 

wird. Es wurden Nachweissysteme mittels PCR entwickelt, mit denen zum einen das Tape-Mea-

sure Gen innerhalb des Phagengenoms und zum anderen Prophagen-kurierte Klone identifiziert 

werden konnten. Anhand der Ergebnisse konnte die Funktionalität der Nachweise bewiesen 

werden, da die Primer spezifisch binden und die Gelektrophorese Banden erwarteter Größe auf-

zeigte. In einem Isolierungsversuch wurde nach einzelnen Prophagen-kurierten Klonen ge-

sucht, die in der Ausgangskultur mittels PCR nachgewiesen wurden. Es konnte jedoch kein ein-

deutiges Ergebnis erzielt werden.  
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7 Ausblick 

Ein zentrales Ziel dieser Arbeit war das Finden eines Prophagen-kurierten Klons von Bifidobac-

terium thermophilum 94004, um nach dessen Kultivierung eine Aussage über den möglichen 

Einfluss des Prophagen „Willi“ auf die Physiologie des Wirtsstammes machen zu können. B. 

thermophilum RBL67, der von einer anderen Arbeitsgruppe isoliert wurde, ist dem Stamm 

94004 sehr ähnlich und könnte dadurch eine Prophagen-kurierte Variante ersetzen. Anhand des 

Kultivierungsausgangs könnte dann im Vergleich mit der Wachstumskinetik von 94004 beur-

teilt werden, ob sich der Prophage vorteilhaft auf die Fitness des Wirtes auswirkt. Der Indukti-

onsversuch des Prophagen mit Mitomycin C blieb erfolglos. UV-Strahlung als Induktion wurde 

zwar getestet, die angewandte Methode konnte allerdings nicht mit Hilfe einer Kontrolle verifi-

ziert werden und muss weiter optimiert werden. Deshalb sollte dieser Versuch wiederholt und 

weitere Reagenzien wie Wasserstoffperoxid als induzierendes Agenz getestet werden. Da sich 

der Phage nur in der Bioreaktor-Kultivierungsumgebung freigesetzt hat, lag die Vermutung 

nahe, dass die Zugabe von NaOH zur Induktion des Prophagen beigetragen hat. Diese Methode 

könnte auch im kleineren Maßstab wie dem Hungate-System angewendet werden. Um genaue 

Titerbestimmungen in Phagenlysaten durchführen zu können, ist ein Indikatorstamm unab-

dingbar. In dieser Arbeit kamen dafür nur B. adolescentis Stämme zum Einsatz, weshalb die 

Analyse von B. thermophilum Stämmen und anderen verwandten Stämmen Gegenstand weite-

rer Untersuchungen sein sollte.  
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Anhang 

Tabelle 14: Geräteliste mit Hersteller und Typ/Bezeichnungsangabe. 

Gerät Typ/Bezeichnung Hersteller 

Bioreaktor 

DCU 

Biostat B 2 l 

Type 8840326 

B. Braun Biotech 

(Sartorius AG) 

Brutschrank B12 Heraeus Sepatech 

Eismaschine  AF 100 AS  
Scotsman® Frimont S.p.A. Pogli-
ano MIL (MI)  

Geldokumentations-
kammer 

Imager Chemi Premium Peqlab GmbH, VWR 

Gelelektrophorese-
Kammer 

Mini-Sub® Cell GT Bio-Rad Laboratories GmbH 

Herdplatte  Ceran  Schott 

Kolbenhubpipette  

Reference 

Research Plus  

(1000 µl, 100 µl, 10 µl) 

Eppendorf AG 

Koloniezählgerät BZG 30 
Wissenschaftlich-technische Werk-
stätten 

Kühltruhe (- 20 °C)  Comfort Plus  Siemens AG  

Kühlzentrifuge 

Rotor 

J2-21 

JA-10 
Beckman Coulter GmbH 

Magnetrührer  MR3002C  
Heidolph Instruments GmbH & 
Co.KG 

Mini-Brutschrank Incu Line Cool Peqlab GmbH. VWR 

Peristaltikpumpe 505U AutoDrive Watson-Marlow Ltd. 

pH-Meter 
MP22D 

Delta 340 
Mettler Toledo GmbH 

Phasenkontrastmikro-
skop 

Objektiv 

Kamera 

Axioskop 2 

Plan-APOCHROMAT 
63x/1,40 Oil 

Axiocam ICc 1 

Carl Zeiss AG 

Photometer  

Nanocolor® 250 D  

 

Spectronic 20D+ 

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG  

Milton Roy 

(Thermo Fisher Scientific Inc.) 

Pipettierhilfe accu-jet pro Brand GmbH & CO KG 

Power-Supply  Mini Power Pack P20  Biometra GmbH  

Reinstwasseranlage  arium® pro  Sartorius AG  

Schüttler  Rocky  Edmund Bühler GmbH  
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Gerät Typ/Bezeichnung Hersteller 

Sequenzierer MiSeq Illumina Inc. 

Sicherheitswerkbank  
Claire  

Claire pure 
Berner International GmbH  

Spektralphotometer NanoDrop 2000c Thermo Fisher Scientific Inc. 

Sterilwerkbank LaminAir S2000 1.8 Heto Holten A/S 

Thermoblock  CHB-202  BIOER  

Thermocycler peqSTAR 2X Peqlab Biotechnology (VWR) 

Vortex Mixer  Vortex Genie® 2 Scientific Industries Inc  

Waage  ENTRIS6202I-1S Sartorius AG,  

Wasserbad  
MC  

GFL 1083 

Julabo 

Eydam 

Zentrifuge 
Fresco 21 

Heraeus Pico 17 
Thermo Fisher Scientific 

Utrazentrifuge Optima L-90K Beckman Coulter GmbH 

Tabelle 15: Eingesetzte Software und deren Entwickler. 

Software Unternehmen/Quelle 

Axio Vision Rel. 4.8.2.0 Carl Zeiss AG 

BLASTn NCBI 

Geneious Version 9.1.2 (Assembly der Contigs) Biomatters Ltd. 

Multi-Fermenter-Kontroll-System 3.0 Sartorius Stedim Biotech GmbH 

Nanodrop 2000c 1.4.2 Thermo Fisher Scientific Inc. 

RAST (Annotation der Gene), Freeware http://rast.nmpdr.org/ 

SnapGene Version 2.6.2 (Erstellen von Genom-
karten, Design von Primern) 

GSL Biotech LLC 

VWR Image Capture Software 1.5.6.0 VWR International Ltd. 

Tabelle 16: Verwendete Materialien und deren Hersteller. 

Material Modell/Typ Hersteller 

Anaerobierbeutel 
Oxoid AnaeroGen®, 2,5l-
Beutel 

Thermo Fisher Scientific Inc. 

Anaerobiertopf AnaeroCult® 2,5 l Thermo Fisher Scientific Inc. 

Deckelflasche 25 ml – 1 l Schott AG 

Falkon-Röhrchen  Cellstar® Tubes, 50 ml  Greiner Bio One  

Hungate-System 
Schraubröhrchen + Kappe 

Butylseptum 

Glasgerätebau Ochs Laborfachhan-
del e. K. 

Kryo-Tubes 2 ml VWR International Ltd. 
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Material Modell/Typ Hersteller 

Kanüle 20cm, Øi 2mm  

Messbecher  25 ml – 500 ml  Schott AG 

Messzylinder  10 ml – 1 l  Schott AG 

Mikrotiterplatte 96 Well Eppendorf AG 

Nitril-Handschuhe  rotiprotect® Carl Roth GmbH & Co. KG 

Objektträger   Menzel GmbH  

Petrischale   Greiner Bio One 

PCR-Tubes  200 µl, mit Deckel Eppendorf AG  

Pipettenspitzen  Filtertips u. ohne Filter  Eppendorf AG 

Plattierungsspatel  Sarstedt AG 

Reagenzgläßer + 
Kappe 

15 ml  

Serologische Pipette 10ml, 5ml Sarstedt AG 

Spritze Injekt® (2 ml, 20 ml) B Braun Melsungen AG 

Sterilfilter  
Filtropur S®, 0,45 µm 

Whatman®, 0,2 µm 

Sarstedt AG 

GE Healthcare AG 

Tubes  
Safe-Lock® Tubes 

(0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) 
Eppendorf AG 

Zentrifugenbecher  Nalgene®, 500 ml Thermo Fisher Scientific Inc. 

Tabelle 17: Chemikalienliste mit Herstellerangaben. 

Chemikalie Hersteller 

Agar-Agar  Merck KGaA  

Agarose  AppliChem GmbH  

Calciumchlorid-Dihydrat Merck KGaA  

Di-Kaliumhydrogenphosphat Merck KGaA  

Di-Ammoniumhydrogencitrat Merck KGaA  

DNA Leiter 1 kb und 100 bp plus New England BioLabs Inc 

DNAse  Thermo Fisher Scientific Inc.  

DreamTaq Green PCR Master Mix Thermo Fisher Scientific Inc. 

Eisenchlorid-Hexahydrat Merck KGaA 

Essigsäure Carl Roth GmbH 

Ethanol (vergällt/unvergällt)  Merck KGaA  

Ethidiumbromid  AppliChem GmbH 

Ethylendiamintetraessigsäure  AppliChem GmbH  

Fleischextrakt  BD Becton Dickinson  

https://de.wikipedia.org/wiki/%C3%98
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Chemikalie Hersteller 

(D+)-Glukose-Monohydrat Merck KGaA  

Glycerol (85 %)  Merck KGaA  

Hefeextrakt  BD Becton Dickinson  

Isopropanol (2-Propanol)  Merck KGaA  

L-Cystein-Hydrochlorid-Monohydrat Merck KGaA 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat  Merck KGaA  

Magnesiumsulfat-Heptahydrat Merck KGaA  

Mangansulfat-Monohydrat Merck KGaA  

Mitomycin C Sigma Aldrich Inc. 

Natriumacetat  Merck KGaA 

Natriumchlorid AppliChem GmbH  

Natriumhydroxid Merck KGaA 

PEG 6000 SERVA Electrophoresis GmbH 

Pepton  BD Becton Dickinson  

Polysorbat 80f Carl Roth GmbH 

Ringertabletten AppliChem GmbH 

RNAse Thermo Fisher Scientific Inc. 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Hydrochlorid AppliChem GmbH 

Trypton  BD Becton Dickinson  

Zinksulfat-Heptahydrat Merck KGaA 

Tabelle 18: Eingesetzte Puffer und Lösungen mit Zusammensetzung. 

Puffer/Lösungen Zusammensetzung Menge 

Ringerlösung (1/4 stark) 
Ringertabletten 

rH2O 

2 

ad 1000 

Stk. 

ml 

CaCl2-Lösung (40 mM) 
CaCl2 ∙ 2H2O 

rH2O 

0,59 

ad 100 

g 

ml 

50x TAE-Puffer 

Tris-HCl 

Essigsäure 

EDTA 

rH2O 

242 

57,1 

18,6 

ad 1000 

g 

ml 

g 

ml 

SM Puffer  

NaCl 

MgSO4 x 7H2O 

1 M Tris-HCl (pH 7,5) 

rH2O 

5,8 

2 

50 

ad 1000 

g 

g 

ml 

ml 
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Abbildung 14: Aufgezeichnete Parameter der Kultivierung von B. thermophilum 94004 durch MFCS 3.0. 

 

Abbildung 15: TEM-Aufnahmen von Bakteriophagen verschiedener Gruppen. Myoviridae (a, d, e), Siphoviridae (b, f) und Pod-
oviridae (c). 

 

TEMP 

STIRR 



 Anhang    

VII 
 

 

Abbildung 16: Assemblierte Genomdarstellung des B. thermophilum mit annotierten Genen. Der rote Pfeil stellt den Phagen „Willi“ im Genom dar.  

 

Abbildung 17: Assemblierte Genomdarstellung des Phagen „Willi“ mit annotierten Genen. 



 Anhang    

VII 
 

Tabelle 19: Endwerte für OD und LKZ bei vor dieser Arbeit durchgeführten Kultivierungen von B. thermophilum 94004 unter 
gleichen Bedingungen wie in Kapitel 3.4.1 genannt. 

Datum der Kultivierung End-OD END-LKZ in KBE ml-1 

13.07.2016 - 6,7∙108 

20.07.2016 5,6 2,1∙109 

16.08.2016 5,5 9,7∙108 

07.09.2016 - 9,0∙108 

13.09.2016 9,0 2,1∙1010 

20.09.2016 - 9,0∙109 

27.09.2016 8,7 2,0∙1010 

04.10.2016 6,9 7,5∙109 

11.10.2016 6,4 4,6∙109 

18.10.2016 4,3 5,0∙109 

01.11.2016 3,6 6,7∙108 

Tabelle 20: Detaillierte Anleitung der DNA-Extraktion mit dem „peqGOLD Bacterial DNA Mini Kit“. 

Schritt Anweisung Material 

1.  Zentrifugation der Kultur (1 ml) bei 4000 x g für 10 min Tischzentrifuge 

2.  Pellet resuspendieren 

100 µl TE Buf-
fer 

100 µl Lysozym 

3.  10 min bei 30 °C und 650 rpm inkubieren 
Thermoschütt-

ler 

4.  Zentrifugation bei 4000 x g für 5 min Tischzentrifuge 

5.  Pellet resuspensieren, vortexen 

400 µl DNA Ly-
sis Buffer T 

20 µl Proteinase 
K (20 mg ml-1) 

15 µl RNAse  
(20 mg ml-1) 

6.  30 min bei 50 °C und 650 rpm inkubieren 
Thermoschütt-

ler 

7.  
Zugabe des Puffers, sorgfältig mischen und alles auf eine 

Säule, die in einem Tube steckt, geben 

PerfectBind 
DNA Säule 

2 ml Collection-
Tube 

8.  
Zentrifugation bei 10000 x g für 1 min, Durchfluss verwer-

fen 
Tischzentrifuge 

9.  Säule in frisches Tube stecken, Pufferzugabe 
650 µl DNA 
Wash Buffer 
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10.  
Zentrifugation bei 10000 x g für 1 min, Durchfluss verwer-

fen 
Tischzentrifuge 

11.  Wiederholung Schritte 9 & 10 s. o. 

12.  Zentrifugation bei 10000 x g für 2 min Tischzentrifuge 

13. 
Säule in steriles Eppendorfgefäß geben, Zugabe des Puffers 

(direkt auf Matrix), 3 min inkubieren 
50-100 µl Elu-

tion Buffer 

         14. Zentrifugation bei 6000 x g für 1 min Tischzentrifuge 

 

 

 

Abbildung 18: Graphische Darstellung des Contig 14 inkl. mittels PHAST ermittelten Genen aus dem Genom des B. thermophi-
lum 94004 Stammes. 
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