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Zonierung von intakten Bakteriophagen

Rodolphe Barrangou, Fred Breidt, Daniel Schroen

Mit den jiingsten Fortschritten in der
Molekularbiologie nimmt auch der
Bedarf an Isolierungen von Bakterio-
phagen weiter zu. Die Sorvall Disco-
very M150 Mikro-Ulirazentrifuge
ermiglicht die schnelle Aufkonzen-
tration und Reinigung von Bakterio-
phagen in einem CsCl-Stufengradien-
ten. Die mittels Ultrazentrifugation
gewonnene reine Phagenlisung kann
anschliebend fiir die Elektronenmi-
kroskopie und die Protein- oder Nu-
kleinsiinreanalyse verwendel werden,

Phagen (Bakteriophagen] sind bakterien-
pathogene Viren, die ubiguitir und meist
in der natiirlichen Umgebung ihres
Wirtsorganismus zu finden sind.

Sie werden Im Zusammenhang mil
Géarprozessen in der Nahrungsmittelin-
dustrie intensiv erforschi, weil sie sich
als Hauptursache {iir Fermentationssto-
rungen herausgestellt haben, vor allem
in Anwendungen aul der Basis von Star-
terkulturen. Bakteriophagen sind auch
ans einigen natiirlichen Milieus wie dem
Boden, Wasser, Seen und Meeren sowie
Flanzen izoliert worden. Phagen intera-
gieren auch mit den in diesen Umgebun-
gen natirlich voarkommenden Bakterien

Zur Charakterisierung eines hestimm-
ten Hakteriophagen muss dieser zuniichst
isaliert und aufgereinigt werden. Deshalb
miissen Veorfahren entwickelt und opti-
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miert werden, die eine schnelle und effi-
ziente Phagenextraktion ermoglichen,

Die Zentrilugation gilt seit langem als
praktische und einschligige Methoda zur
Aufreinigung und Konzentration  von
Bakteriophagen. In diesem Fachbeitrag
beschreiben wir ein schnelles und prak-
tisches Zentrifugationsprotokoll Hic die
Aufreinigung von Phagen. Das erhaltene
Phagenkonzeniral kann direkt fir die
Elektronenmikroskopie und die Nuklein-
shurareinigung verwendet werden.

Material und Methoden

Fiir die Phagenaufreinigung wurde ein
Phagenlysat von 100 mi hergestellt, in-
dem 100 ml einer Pediococcus-Kultur in
der Mitte der log-Phase in MRS-Medium,
das 10 mM CaCl2 enthielt, beimpft und
bis zur Kldrung inkubiert wurden. Der
Phageniiberstand wurde durch Super-
speed-Zentrifugation (Sorvall GSA ader
entsprechender Rotor, 20 min, 3.000
rpm, 10400 x g} gewonnen und mit ei-
ner 0,45 Mikron Filtrationsmembran
(Corning) filtersterilisiert. Das Phagenly-
sat wurde fibar Nacht mit 2,9% NaCl und
10% PEG lLei 4°C inkubicrt, um dic Pha-
genpeizipitation zu fdrdern, Die Phagen
wurden anschlieBend durch Zentrifuga-
tion (8.000 rpm, 20 min, Sorvalld GSA
Rotor) pelletiert, und das Pellet wurde in
2 ml TE-Pufler {100 mM Tris, pH 7.6,
50 mM EDTA, Sigma) resuspendiert,

Die konzentrierte  2-ml-Phagensus-
pension wurde aufl einen dreistufigen
CsCl-Gradienten {iberschichtet, der 1 ml
1.7 o/m! CsCl {molekularhiologische Qua-
litdt, Sigma), 1 ml 1,5 g/m] CsClund 1 ml

Abb, 17 Sorvali Discovery M150 Mikro-Ultrazen:
trifuge:

1.4 g'ml CsCl in einem 3-ml-Ultrazentri-
fugencithrehen enthielt,

Die Phagen wurden mit dem 5100-
ATH Rowor in einer Discovery MI1SO
Mikro-Ultrazentrifuge 7 h lang  bei
(00,000 % g wenteiflugiert. Die phagenhal-
tigen Banden (transparent weill/grau)
wurden durch Punkiion mit einer Nadel
durch die Wand des Zentrifugenrihe-
chens extrahiert, und das CsCl wurde an-
schliefiend durch Dialvse (6.000 - &000
Dalton Membran, Baxter Diggnostics.
[oc.) dber 15 h gegen delonisiertes Yas-
sar bei dreimaligem Wechsel entfernl
Die Phagenaulreinigungsmethoden wur-
den iiberwiegend analog Manialls et al,
durchgefithrt. Die resultierenden Pha-

Abh. 2: Elekironenmikroskopische Aufnahmen von Pediococcus-Bakteriophagen. Die Phagenpartike! sind mit Uranylacetat negativkontrastiert bei einer
VergriBerung x 85.000. A, ¢Ps053; B, 0Ps05b; C, oPs08a; D, Ps08b; E, Ps10a; F, Ps10b. Die Balken entsprechen 100 nm.
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BANDING OF INTACT BACTERIOPHAGE USING THE S100-AT6
ROTOR AND DISCOVERY™ M150 MICRO-ULTRACENTRIFUGE

Rodolphe Barrangou and Fred Breidt, Ph.D., Department of Food Science,
322 Schaub Hall, Box 7624, NC State University, Raleigh, NC 27695

Daniel Schroen, Ph.D., Applications Department, Kendro Labaoratory Products,

31 Pecks Lane, Newtown, CT 06470.

SORVALL® Discovery M150 Micro-ultracentrifuge

Abstract

With recent advances in molecular biology, the isolation of
bacteriophage confinues fo increase. The SORVALL
Discovery M150 micro-ultracentrifuge allows rapid
concentration and purification of bacteriophage In s CsCl
step gradient. The pure phage solution obtained via
uliracentrifugation can be subsequently used for electron
microscepy and prolein or nucleic acid analysis.

Introduction

Phage are bacterial viruses which are ubiquitous in nature,
and are likely to be found in the natural environment of their
host arganism,

They have been extensivaly studied in the food fermentation
industry since they were idenfified as a main source of
fermantation fallure, especially in applications based on
starler culiures (Jarvis, 1989; Hill, 1983, Brussow, 1998),

They have also been isolated from several natural
enviranments, including soil (Cresswell, 1992; Pantastico-

- APPLICATION BRIEF

Caldas, 1992; Asheliord, 1899; Ashelford et al,, 2000),
water, lakes and cceans (Bergh et al,, 1989; Bratbak et al,,
1820; Bralbak et al., 1994; Hannas and Siman, 1995
Wichels, 1998), and plants. Phage also interact with
bacieria naturally present in those environments.

In order to characterize a particular bacteriophage, it must
first be isolaied and purified. |t is therefore necessary to
develop and oplimize prolocols that enable a rapid and
efficient phage extraction

Cenfrifugation has long bean considered a convenient and
relevant method to purify and concentrate bacteriophage.
In this brief, we describe a rapid and convenient
centrifugation protocol which can be used to purify phage.
The phage cancentrate obtained can be used direcily for
glectron microscopy and nucleic acid purification.

Materials and methods

A 100 ml phage lysale was prepared prior to phage
purification by challenging 100 mbL of a mid-log Pediococcus
culture grown in MRS medium containing 10 mM CaCl; and
incubated until clearing, The phage supematant was collected
by Superspeed centrifugation (SORVALL GSA or equivalent
rator, 20 min,, 8,000 rpm, 10,400 % g), and fiter-sterilized
using @ 0.45 micren filtration membrane {Corning). The phage
lysate was incubated cvernight with 2.9%: NaCl and 10%
PEG at 4°C 1o promote phage precipitation. Phage were
subsaquently pelleted by centrifugation (8,000 rpm, 20 min.,
SORVALL GSA ralor), and the peliet was resuspended in 2
mL of TE buffer (100 m Tris, pH 7.6, 50 mM EDTA, Sigma).

The 2 mL concentrated phage suspansion was overlaid onte a
three-step CsCl gradient containing 1 mL of 1.7 g¢/mlL CsCl
(molecular biolegy grade, Sigmay), 1 mL of 1.5 g/mL CsCland 1
mb of 1.4 g/ml CsClin a 5 mL SORVALL uliracentrifuge tube,

Phage were cenlrifuged for 7 hr at 600,000 x g using the

S100-ATE rotor in a Discovery™ M150 Micro-ultracanirifuge.
Fhage-containing bands (transiucent white/gray) wers
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extracted through the wall of the centrifuges tube by
punciuring with a needie, and the CsCl was subsequently
removed by dialysis (6,000 - 8,000 dalton membrane,
Baxter Diagnostics Inc., McGaw Park, IL) for 15 hr with
three changes of de-ionized water, Phage purification
mathods ware mostly adapted from Maniatis et al. 1982,
The resulting phage samples can be further used for
eleciron microscopy or nucleic acid purification.

For electron microscopy, the concentrated phage were
negatively stained with 2% uranyl acetate (pH 4.0} and
electron microscopy was carried out using a JEOL model 1005
electron microscope (JEOL USA, Peabody, MA), al BO KV.

Resulls

Phage purification and concentration using the CsCl step
centrifugation yielded highly concentraled samples (over 107
phage / ml} of pure bacleriophage. The main advamage ol
{his cenlrifugation step is time ethiciency. In this case, only 7
hours of centrifugation with a Micre-ultracentrifuge wera
necessary, whereas 24 hours of centrifugation are typically
raquired with a standard ultracentrifuge, Also, the samples
oblained were highly concentrated, and very clean, enabiling
direct use for alectron microscopy and protein or nucieic acid
purification. Electron micrographs ebtained with Pediococcus
phage isolated {from an industrial vegelable lermentation are
shown in Figure 1,

- x __':I-E;:-"'
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Flgure 1: Electron micrographs of Pediccoccus bacleriophages.

The phage parlicles are negalively stalned with urenyl acetalz ala
magnificallan of 85,000 x. A, ¢P=05a; B, ¢Psl5b; C, ¢Pslia; D, PsDib:
E, Pai0a; F, Ps10b. Each bar denoles 100 nm.
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Conclusions

The centrifugation procedure described in this study s
designad for rapid and convenient phage purification and
concentration. The suggested protocol for this application is
7 hours at 600,000 x g using the S100-ATE rolar in a
Discovery M150 Micro-Ultracentrifuge. The phage samples
prepared using this method can be used for eleciron
microscopy. and protein or nucleic acid purification.
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