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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 82, 523-538 (1991)

M. Teuber und M. Sievers, Laboratorium fiir Lebensmittelmikrobiologie, ETH,
Zirich

Plasmidprofile zur Identifizierung einzelner Stimme
von Mikroorganismen aus Lebensmitteln

Plasmid Profiling for the Identification of Individual Strains of Microorganisms
from Foods

Einleitung

In der Lebensmittelmikrobiologie ist es von grosser Bedeutung, die Herkunft
und Identitdt von Mikroorganismen zu kennen.

Bei der Herstellung fermentierter Lebensmittel mit Starterkulturen brauchen
wir Methoden um festzustellen, ob und welche Komponenten der zugesetzten
Kultur sich im Produkt vermehren und fiir die gewtiinschten biochemischen Lei-
stungen verantwortlich sind. Beim Vorhandensein pathogener oder unerwiinschter
saprophytirer Bakterien in Lebensmitteln miissen deren Quelle und der Ort der
Kontamination wahrend der Herstellung identifiziert werden.

Da wir wissen, dass es innerhalb einer Bakterienart viele Hundert, vielleicht
sogar Tausende verschiedene Stimme geben kann, miissen im Sinn des oben Ge-
sagten einzelne individuelle Stimme eindeutig erkennbar sein. Fiir die Belange der
Praxis ist es dabei nicht immer notwendig, auch eine korrekte taxonomische
Einordnung vorzunehmen.

Die vorliegende Arbeit prift die Eignung von Plasmid-Profilen fiir die lebens-
mittelmikrobiologische Diagnostik anhand eigener Erfahrungen und Berichten der
Literatur.

Definitionen/Glossar

Stamm: Ein Mikroorganismen-Stamm ist ein Klon einer Mikroorganismenart, der
sich durch mindestens ein phianotypisches oder genotypisches Merkmal experi-
mentell von anderen Klonen derselben Art unterscheiden lisst.

525



Plasmid: Plasmide sind extrachromosomale, autonom replizierende, genetische
Elemente, die aus doppelstrangiger zirkulirer DNA bestehen (Grosse ca. 1 bis
100 kbp, gelegentlich auch einige Hundert kbp). In Bakterienarten sind sie hiufig
anzutreffen (siehe Tabelle 1). In Hefen sind sie eher selten und kénnen dort auch
linear gebaut sein.

Plasmid-Profil: Plasmid-Profile sind DNA-Muster, die nach elektrophoretischer
Auftrennung der DNA-Fraktion von Zell-Lysaten in Agarosegelen erhalten wer-
den. Der Logarithmus der Wanderungsstrecke eventuell vorhandener Plasmide in
der «ccc-Form» im elektrischen Feld ist dabei in etwa umgekehrt proportional dem
Logarithmus der Plasmidgrosse. Nach der Auftrennung werden die DNA-Banden
durch Anfarben mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbonid im UV-Licht sicht-
bar und kénnen so photographisch dokumentiert werden.

Kryptisches Plasmid: Funktion unbekannt, kann spontan oder durch physikali-
schen bzw. chemischen Stress (hohere Temperatur, UV-Bestrahlung, Mitomycin C,
Acridinfarbstoffe) aus den Zellen eliminiert werden, ohne dass unter Laborwachs-
tumsbedingungen ein phinotypischer Defekt nachweisbar ist.

ccc-Form: superhelikal verkniuelte Form eines Plasmids mit intakter Doppelstrang
DNA (covalently closed circular DNA).

oc-Form: offen zirkuldre Form (open circular), entsteht durch Einzelstrangbruch,
z.B. durch UV-Anteile des Tageslichtes, durch tibermissige Scherkrifte oder durch
lingere Warmeeinwirkung, lauft in der Elektrophorese langsamer als ccc-Form.

lineare Form: entsteht bei Bakterien aus ccc- oder oc-Form durch Bruch beider
DNA-Stringe an einer Stelle.

kbp = «kilobasenpaar»; 1 Megadaltona (Md) entspricht etwa 1,6 kbp

Funktion von Plasmiden in Bakterien (62, 63)

Plasmide replizieren unabhingig vom Chromosom. Sie konnen in vielen Kopien
(>10-20) in einer Zelle vorliegen («high copy number plasmids») oder nur in einem
oder zwei Exemplaren (low copy number plasmids). Verschiedene Plasmide kon-
nen miteinander kompatibel oder inkompatibel sein, d.h. gleichzeitig in einer Zelle
vorkommen oder sich gegenseitig ausschliessen. Plasmide sind fiir viele Bakterien
Gen-Lokomotiven, d.h. sie konnen fremde Gene inkorporieren, replizieren und an
andere Bakterien selbst tiber Art- und Gattungsgrenzen hinaus durch Konjugation
weitergeben. Sie sind ein wichtiges Mittel zur Kommunikation auf zellularer und
molekularer Ebene. Zum Teil ist es bereits gelungen, Gene und DN A-Sequenzen,
die fiir die genannten Funktionen verantwortlich sind, zu identifizieren und zu
analysieren.

1. Replikasen und an der Replikation beteiligte weitere Proteine (rep. A, rep. B
usw.).
2. Gene fiir den eigenen konjugativen Transfer (tra-Gene, z.B. Strukturgene fiir

Pili bei E. coli, clumping factor bei Lactococcus lactis).
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3. Gene fiir die Mobilisierung anderer Plasmide, die keine eigenen tra-Gene besit-
zen (mob-Gene).

4. DNA-Sequenzen, die den Einbau fremder Gene durch Rekombination ermog-
lichen: IS-Elemente (Insertionselemente) und Transposons.

Dass Plasmide tatsachlich als Genlokomotiven funktionieren, wird deutlich,
wenn man sich die auf Plasmiden kodierten Funktionen ansieht. Vor allem die heute
in vielen Gram-positiven und -negativen Bakterien in allen Biotopen verbreiteten
Antibiotikaresistenzen beweisen die aktive Beteiligung konjugativer Plasmide
beim Ausbreitungsprozess dieser Resistenzen nach Einfihrung und Anwendung
von Antibiotika in der Human-, Tier- und Phytomedizin sowie der Tierfiitterung.
Aber auch metabolische Enzyme und andere biotechnologisch interessante Funk-
tionen sind plasmidkodiert und erschliessen den plasmidbesitzenden Bakterien
neue Lebensriume (siche Tabelle 1). Die fiir die Herstellung vieler fermentierter
Milchprodukte notwendigen Laktokokken haben z.B. fast alle technologisch wich-
tige Funktionen auf Plasmiden, was den Ubergang vom Biotop Pflanze in den
Biotop Milch erméglichte.

Fir die Lebensmittelhygiene hochinteressante Funktionen sind die plasmidge-
bundenen Synthesen von Pathogenititsfaktoren wie das hitzelabile Toxin (HLT)

oder das Himolysin bestimmter E. coli-Stamme. Solche Plasmide kénnen bereits
durch spezitische Gensonden und DNA-DNA-Hybridisierung detektiert werden.

Plasmide und Plasmidpofile als taxonomische Merkmale

Voraussetzung fur einen Einsatz der Plasmid-Profil-Technik fiir taxonomische
Fragestellungen ist:

1. Vorhandensein von 1 oder mehreren, moglichst unterschiedlichen Plasmiden in
moglichst allen Stimmen einer Bakterienart
2. Vorhandensein einer geeigneten Routinemethode zur schnellen und einfachen

Analyse moglichst vieler Proben in einem Arbeitsgang.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber das Vorkommen von Plasmiden in den fiir
Lebensmittelfermentationen genutzten Bakteriengattungen und -arten. Wahrend
in den Gattungen Acetobacter, Gluconobacter, Zymomonas, Lactococcus und Pedio-
coccus bei fast allen untersuchten Stimmen Plasmide gefunden wurden, ist dies fiir
die restlichen aufgefithrten Gattungen und Arten nicht der Fall. Es ist jedoch
durchaus moglich, dass einige Stimme und Arten deswegen negativ erscheinen,
weil die angewandte Extraktionsmethode noch nicht optimal ist. Gerade Gram-
positive Bakterienarten sind oft schwer mit Lysozym allein zu lysieren. Eine
verlangerte Inkubationszeit kann zu einer Zerstérung eventuell vorhandener Plas-
mide durch Nukleasen der Bakterien wihrend der Lysisprozedur fiithren. Spezifi-
sche Plasmidpraparationsmethoden sind in Tabelle 3 kurz aufgefiihrt.

Um Plasmidprofile als taxonomisch niitzliches Merkmal fiir verschiedene Stam-
me einer Bakterienart zu etablieren, bedarf es der Analyse moglichst vieler Staimme
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Tabelle 1. Plasmide in Bakterien-Gattungen, die fir die Fermentation von
Lebensmitteln als Starterkulturen verwendet werden

Gattung durchschnittl. | Grosse der Funktion in allen Referenz
Zahl verschie- | Plasmide (kbp) untersuchten
dener Plasmide Stammen
pro Stamm
Acetobacter 2bis 6 2 bis 70 kryptisch ja (1)
Zellulose-
Synthese
Gluconobacter 0 bis 5 2,5 bis > 30 | kryptisch ja (2)
Zymomonas 4 14,5 bis 34 | kryptisch ja (3)
Brevibacterium |0 bis 1 4,3 kryptisch nein (4)
Lactobacillus 0 bis 4 2 bis 70 Antibiotika- nein (5,12)
resistenz,
Maltose- (5)
Metabolismus
Lactococcus 1 bis 10 2 bis 100 1. Lactose- und |ja (6,27)
Citrat-Meta-
bolismus
2. Protease
3. Bacteriocin-
bildung und
-immunitat
4. Schleim-
bildung
5. Bakteriopha-
genresistenz
6. kryptisch
Leuconostoc 0 bis 4 3 bis 80 kryptisch nein (7)
Micrococcus 0 bis 1 10 Cholesterol- nein (8)
Hydroxylase,
Antibiotika-
resistenz
Pediococcus 3 bis 6 4.5 bis 35 Bacteriocin, ja (9)
Saccharose-
hydrolase,
o-Galactosidase
Proprioni- 1 bis 2 4,4 bis 110 | kryptisch ? (10)
bacterium
Streptococcus 0 bis 4 2,2 bis 15 kryptisch nein (11)
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aus gleichen und verschiedenen Biotopen. Eine entsprechende Vielfalt ist fiir eine
Reihe von Stimmen nachgewiesen, die folgende Gattungen und deren Arten
einschliessen: Acetobacter, Gluconobacter, Zymomonas, Lactobacillus (teilweise),
Lactococcus, Pediococcus, Propionibacterium, Campylobacter, Clostridium perfrin-
gens, Enterococcus, Escherichia coli, Pastenrella, Pseudomonas, Salmonella, Shigel-
la, Staphylococcus, Yersinia und Zymomonas (siehe Tabelle 1 und 2). Wenn, wie in
cinigen anderen Arten, die in Tabelle 1 und 2 genannt sind, nicht alle Stimme
Plasmide tragen, lohnt es doch, im konkreten Fall einer epidemiologischen Fall-
studie die isolierten Staimme auf das Vorhandensein von Plasmiden zu testen. Wenn
2 Plasmide aus verschiedenen Stammen eine gleiche elektrophoretische Beweglich-
keit aufweisen, kann deren Identitit bzw. Verschiedenheit durch Restriktionsen-
donuklease-Fragmentlingen-Polymorphismus (RFLP) bzw. DNA-DNA-Hybri-

disierung weiter Uberprift werden.

Konkrete Beispiele zum sinnvollen und erfolgreichen Einsatz der Plasmidprofil-
technologie in der Lebensmittelmikrobiologie

Die Plasmidprofiltechnik wurde in den letzten Jahren in unserem Labor fir
verschiedenste Fragen der mikrobiellen Okologie in fermentierten Lebensmitteln
eingesetzt, die im folgenden beispielhaft beschrieben werden sollen.

Acetobacter bei der industriellen Herstellung von Speiseessig (1, 13)

Die Herstellung von Essig aus Ethanol, Wein, Fruchtwein und vergorener
Wirze erfolgt durch spontane Fermentation in Submersfermentern oder in mit
Buchenholzspinen gefiillten Spanbildnern. Die beteiligte Mikrofloraist nur schwer
auf festen Nahrboden ziichtbar, so dass bis vor kurzem unbekannt war, welche
Bakterien nun die wirklich aktiven Komponenten in industriellen Essigfermentern
sind. Mit Hilfe der Plasmidprofiltechnik konnten wir zeigen, dass in Submersfer-
mentern jeweils nur 1 Stamm dominiert, wobei die Plasmidprofile isolierter Ein-
zelkolonien mit dem Plasmidprofil ibereinstimmen, das aus der gesamten Fermen-
termikroflora durch Extraktion der isolierten Biomasse gewonnen werden konnte
(siche Abb. 1). Kolonien, die aus einem Spanbildner geziichtet werden konnten,
wiesen alle unterschiedliche Profile auf. Die Biomasse eines Spanbildners ergab
kein distinktes Plasmidprofil, was fiir eine gemischte Vielstammkultur auch nicht
zu erwarten ist. Distinkte Plasmidprofile in Submersfermentern erlauben Aussagen
tiber die Stabilitat solcher Kulturen in semikontinuierlich laufenden Fermentern,
die tiber 2 Jahre bei unsteriler Beliftung und unsterilen Substraten im Industriebe-
trieb konstant blieben. Die individuelle Identifizierung einzelner Stimme aus
industriellen Fermentern tber ihr Plasmidprofil erlaubte einen mikrobiologisch
eindeutigen Vergleich mit bisher beschriebenen Typ-Stimmen von Acetobacter
und Gluconobacter. Das tiberraschende Ergebnis war, dass die Industrie mit bisher
taxonomisch nicht beschriebenen Stammen arbeitete, die der neuen Art Acetobacter
europaeuns zuzuordnen sind, die wir aufgrund von DNA-DNA-Hybridisierungen
aufstellen konnten.
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Tabelle 2.

der Lebensmittelmikrobiologie und -hygiene

Beispiele fiir die erfolgreiche Anwendung der Plasmidprofiltechnik in

Organismus Bearbeitete bzw. geloste Probleme Referenz

Acetobacter enropaeus Herkunft und Zusammensetzung der (1%13)
Kulturen von Submersfermentern fiir
die Essigherstellung

Aeromonas sp. Vorkommen und Funktion (14)

Bacillus cerens Epidemiologie von Lebensmittel- (15)
vergiftungen durch Flussigei

Brochothrix Differenzierung von Stimmen aus (49)

thermosphacta verdorbenen Wiirsten

Campylobacter sp. Vergleich von Arten aus Menschen, (16)
Schweinen und Schafen

Campylobacter jejuni, C. coli | Differenzierung klinischer Isolate (17)
1n Japan

Clostridium perfringens Differenzierung von Stimmen aus (18)

Enterococcus ssp.

Escherichia coli

E. coli 0157-H7

E. colz, enteropathogen

Lactobacillus plantarum

Listeria ssp.

Lactococcus lactis

Mycobacterium sp.

Lebensmitteln

Differenzierung von Stimmen aus
Rohwurst und Kise

Erfolgreiche Differenzierung von
intestinalen Staimmen eines menschlichen
Individuums

Systematisches Bestimmungsmerkmal

Differenzierung enteropathogener Stam-
me von Ausbriichen und sporadischen
Vorkommen

Zusammensetzung und Konstanz von
Starterkulturen fir die Fleischfermenta-
tion

Epidemiologie verschiedener Arten in

Rohmilch.

Zusammensetzung und Konstanz von
Starterkulturen fiir Kise und Sauer-
milchprodukte

Epidemiologische Marker fiir klinische
und Umgebungsisolate von M.alvium,
M.intracellulare und M.scrofulacenm

(19)

(20)

(21)
(22)

(12)

(23)

(24, 25,
26, 27)

(28)
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Tabelle 2. Fortsetzung

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 82 (1991)

Organismus Bearbeitete bzw. geloste Probleme Referenz

Pasteurella haemolytica Differenzierung von Isolaten aus Rindern (29)

Pseudomonas aeruginosa Epidemiologische Feinbestimmung und (30, 31)
Verlaufsanalyse eines Ausbruches in
einer Neugeborenenklinik

Salmonella sp. Charakterisierung von Isolaten in Milch- (32)
filtern aus Bauernhofen

Salmonella sp. Analyse eines Salmonellose-Ausbruches (33)

Salmonella sp. Vorgekochtes Roastbeef als Quelle und (35)
Vehikel einer Salmonellose

S. enteritidis Unterteilung von Phagentypen (34)

S. typhimurium Epidemiologische Studien im Tessin (36)

S. typhimurium Epidemiologie der Infektion von Kilbern (39)

S. typhimurium Unterteilung von Phagentypen (37)

Shigella dysenteriae Epidemiologie eines Typ-I-Ausbruches (41)

Shigella sonne: Epidemiologische Kontrolle von Infek- (40)
tionen

Shigella sp. Molekulare Epidemiologie (38)

Staphylococcus anreus Endemisches Vorkommen in einer (43)
Htuhnchenschlachterei

Staphylococcus sp. Okologie der Staphylokokkenflora der (42)
menschlichen Haut

S. aureus Veranderungen der Flora von Hithnchen (44)
wiahrend der Verarbeitung

S. epidermis Differenzierung von infektiésen und (45)
nicht-infektiosen Stimmen

S. anreus Charakterisierung von Mastitiserregern (46)

Yersinia enterocolitica Differenzierung von Stimmen humaner (47)
Herkunft

Zymomonas mobilis Eindeutige Stammbeschreibung (48)
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Tabelle 3. Routinemethoden zu Plasmidisolierung

Currier und Nester

Hansen und Olsen

Eckhardt

Birnboim und Doly

Leblanc und Lee

Klein et al.

Holmes und Quigley

Kado und Liu

Ish-Horowicz und Burke

Anderson and McKay

Casey and Jimeno

(50)

(51)

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

(57)

(58)

(59)

(60)

priparative Isolierung von Plasmiden um
180 kbp. Zell-Lyse durch SDS, Pronase,
CsCl-Gradient

analytische Isolierung von grossen Plas-
miden in der Grossenordnung von 100-
450 kbp bei Gram-negativen Bakterien

Plasmidprofilanalyse von kleinen Plasmi-
den mit niedriger Kopienzahl und Plasmi-
den iiber 230 kbp. Zell-Lyse erfolgt im
Probentrog des Agarosegels mit soforti-
ger Elektrophorese

schnelle Standardmethode fiir kleine und
grosse Plasmide aus E. coli. Neutralisa-
tion und Proteinfillung duch Na-Acetat

Methode zum Screenen auf Plasmide in
Streptokokken

schnelle Aufarbeitungsmethode, entwik-
kelt fiir die Untersuchung rekombinier-
ter DNA in Klonen mit Plasmiden von
4,5-28 kbp

analytische Isolierung von kleinen Plas-
miden in E. coli. Zell-Lyse durch Tritron
X-100, Reinigungsschritt durch Aufko-
chen der Probe

analytische Isolierung von Plasmiden
bei Gram-negativen Bakterien in der
Grossenordnung von 4,0-530 kbp

Minipriparation zur Gewinnung von
Plasmid-DNA mit hoher Kopienzahl fiir
eine anschliessende Restriktionsverdau-
analyse

Standardmethode fiir die Isolierung von
Plasmid DNA im 1,5 ml Massstab aus
Laktokokken

Methode zur Isolierung von Plasmiden
aus Lactobazillen
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Abb. 1. Plasmidprofile verschiedener Essigsaurekulturen aus Submersfermentern der
Bundesrepublik Deutschland. Die Plasmide von Lactococcus lactis subsp. cremoris
AC 1 wurdenals Grossenreferenz mit aufgetrennt. Herkunft der Kulturen: (1) Bonn,
(2) Dusseldorf, (3) Sommerhausen, (4) Bad Homburg, (5) Cuxhaven, (6, 7, 8)
Hamburg/Stellingen, (9, 10) Kiel, (11) Hamburg-Altona, (12, 13, 14) Herongen,
(15) Schweinfurt, (16) Straubing, (17) Wasserburg, (18) Pilsting, (19) Ebersbach,
(20) Esslingen

Lactococcus (6, 24, 25)

Diese Bakterienart ist ein besonders schones Beispiel fiir die Aussagekraft der
Plasmidprofiltechnik, da diese Bakterien bis zu 10 und mehr verschiedene Plasmide
enthalten kénnen. Mit der Plasmidprofiltechnik kann heute ganz eindeutg die
Zusammensetzung von Starterkulturen als Einstamm-, Mehrstamm- oder Viel-
stammkultur besimmt werden (26, 27). Die grosse Zahl der vorhandenen Plasmide
erlaubt auch Aussagen tiber die Stabilitat der Plasmidprofile einzelner Stamme
unter Produktions- und Lagerbedingungen. In der Regel sind auch Stammderivate,
die durch Plasmidverluste oder Anderungen der Plasmidgrosse entstehen, noch gut
Uber ihre Plasmidprofile als solche charakterisierbar.

Enterococcus und Staphylococcus

Enterokokken und Staphylokokken aus Rohmilchkisen und fermentierten
Rohwiirsten konnten iiber ihre Plasmidprofile eindeutig unterschieden werden.
Diese Ergebnisse sind in guter Ubereinstimmung mit der Fachliteratur (42-46).
Selbst der Missbrauch eines patentierten Stammes liess sich durch Vergleich der bei
einer anerkannten Sammlung hinterlegten authentischen Stimme mit dem «gestoh-
lenen» Stamm aus dem inkriminierten Produkt Gber das identische Plasmidprofil
belegen (zusammen mit weiteren Methoden wie Phagenspektrum und Antibio-
gramm).
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Streptococcus thermophilus (11)

Diese fiir die Joghurt- und Hartkiseherstellung wichtige Art zeigt nur in etwa
20% der untersuchten Stamme Plasmide (11). Dies konnte in unserem Labor an
umfangreichem Stamm-Material aus Europa bestitigt werden. Die gefundenen
Plasmide (pro Stamm in der Regel nur eines in Gréssen von 1,8 bis 7,4 kbp) konnten
4 DNA-Homologiegruppen zugeteilt werden, die nicht miteinander verwandt
sind. Stimme mit einem identischen Plasmid kénnen jedoch ein unterschiedliches
Phagenspektrum aufweisen (64).

Enterobakterien

Obwohl diese puncto Plasmidprofile bisher nicht in unserem Labor bearbeitet
wurden, soll auf einige wichtige Ergebnisse hingewiesen werden. Die fiir die
Lebensmittelmikrobiologie und -hygiene bedeutenden Arten wurden alle des 6f-
teren auf Plasmidprofile analysiert, deren Aussagekraft fiir epidemiologische Un-
tersuchungen inzwischen unbestritten ist (siche Tabelle 2). Hervorzuheben ist, dass
nicht nur eine gentigende, einen Einsatz der Methode begriindende Anzahl von
Plasmiden pro Stamm gefunden wird, sondern dass spezifische Pathogenitits- und
Virulenzfaktoren plasmidkodiert sind und somit durch DNA-DNA-Hybridisie-
rung mit geeigneten Gensonden in den Plasmidprofilen identifiziert werden kénnen.

Die Analyse von 403 Salmonella enteritidis-Stimmen, die 1990 an 40 verschie-
denen Orten in Deutschland isoliert wurden, ergab fiir 402 Stimme die Gegenwart
von Plasmiden, die 13 verschiedenen Plasmid-Profil- -Typen zugeordnet werden
konnten. 86,8% dieser Stimme besassen das 37 Md serotypspezifische Virulenz-
plasmid. 95,5% der Stimme vom Phagentyp 4 hatten dieses Plasmid. Stimme mit
mehr als einem Plasmid stammten in erster Linie aus menschlichen Erkrankungs-
fillen und Umgebungsproben (65). Dieses Beispiel belegt, dass die Plasmid-Profil-
Analyse inzwischen zum Routineinstrumentarium human- und veterinirmedizi-
nischer Laboratorien gehort, da sie grundlegende epidemiologische Aussagen er-
laubt.

Die wissenschaftliche Literatur ist voll von weiteren Beispielen fiir eine sinn-
volle und erfolgreiche Anwendung (Tabelle 2), so dass man dieser Technik in
Zukunft einen hohen Stellenwert zugestehen muss.

Ein Nachteil ist sicher, dass die Plasmidextraktionstechnik sehr stark von der
zu bearbeitenden Bakterienart abhingt. Die haufigsten Methoden sind daher in
Tabelle 3 und im nichsten Abschnitt behandelt.

Anmerkungen zur Methode der Plasmidprofilanalyse

Die Bakterienkultur wird in einem geeigneten Nahrmedium unter optimalen
Bedingungen vermehrt. Bei einigen Gram-positiven Bakterien wird DL-Threonin
zur Destabilisierung der Zellwand zugegeben. Die Bakterienkultur wird in der
logarithmischen Wachstumsphase geerntet. 10? Zellen reichen in der Regel fiir eine
Aufarbeitung aus. Die Extraktion kann in einem Eppendorthiitchen (2,0 ml)
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erfolgen. Die Zell-Lyse wird durch die Zugabe von Lysozym eingeleitet. Die Zellen
werden meist durch ein ionisches Detergenz wie SDS lysiert. Bei einigen Gram-ne-
gativen Bakterien kann eine Lyse durch nichtionische Detergenzien wie Triton
X-100 erreicht werden. Der Ansatz (cleared lysate) wird durch Zugabe von NaOH
auf pH 12,0-12,5 eingestellt, um offen ringférmige Plasmid-DNA (oc-Formen) und
lineare chromosomale Fragmente durch Spaltung der Wasserstoffbriickenbindun-
gen in Einzelstrangform zu tiberfihren. Bei diesem Vorgang wird die superhelikale
Plasmid-DNA (ccc-Formen) nicht angegriffen. Nach erfolgter Neutralisation wer-
den die Einzelstrang-DNA- und Protein-SDS-Komplexe prizipitiert und der
Uberstand mit Phenol und Chloroform zur Entfernung der Proteine extrahiert.
Alternativ kann auch eine Reinigung des «cleared lysate» iiber kommerzielle
Anionensiulen erfolgen, falls die Lyse mit nichtionischen Detergenzien durchge-
fihrt wurde. Die Plasmid-DNA wird mit Ethanol bzw. Isopropanol in der Kilte
gefillt, die restliche RNA durch RNase verdaut und anschliessend in einem
0,65%1gen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

Um nach der alkalischen Denaturierung die Neubildung von oc- und linearen
Plasmid-DNA-Formen zu vermeiden, sollte die weitere Aufarbeitung unter Kith-
lung 1m Eisbad und lichtgeschiitzt erfolgen. Die verschiedenen Tertidrstrukturen
eines Plasmidmolekiils konnen im Agarosegel unterschieden werden (61). Zeitauf-
wand der Methode: je nach Zentrifugenkapazitit konnen 18 bis 24 Proben inner-
halb von 5 Stunden aufgearbeitet werden. Die Elektrophorese mit Ethidiumbro-
midfirbung dauert 3—4 Stunden. Tabelle 3 gibt eine Zusammenstellung einiger
klassischer Routinemethoden.

Diskussion

Die Plasmid-Profil-Technik zur Charakterisierung einzelner Bakterienstimme
aus Lebensmitteln ist fiir eine Reihe von Arten gut dokumentiert. Es sind dies
taxonomische Gruppen, die sich durch das regelmissige Vorkommen von mehr als
einer Plasmidart pro Stamm auszeichnen. Dazu gehoren Produktionskeime wie
Acetobacter, Gluconobacter, Zymomonas, einige Arten von Lactobacillen, Lacto-
coccus, einige Leunconostocund Pediococcus sowie Pathogene und Verderbniserreger
wie Enterococcus, Escherichia coli, Salmonella und Staphylococcus. Bei diesen Gat-
tungen und Arten findet man in der modernen Literatur Plasmidprofile gleichran-
gig mit Phagenspektren, Antibiogrammen und Membranproteinmustern angege-
ben (siche Tabellen 1 und 2). Die Aussagekraft ist um so grosser, je mehr Plasmide
pro Zelle vorkommen. In plasmidreichen Arten von Lactococcus, Enterococcus und
Staphylococcus konnen durch Plasmidprofile allein hochsignifikante Zuordnungen
und Aussagen iiber epidemiologische Zusammenhinge gewonnen werden. Schon
klassisch zu nennen sind die Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Christine
Dodd (43, 44) iber die Staphylokokkenflora von Hiithnchen im Laufe der Schlach-
tung. Die Hithnchen kamen in die Schlachterei mit einer sehr individuellen Flora.
Die Schlachtkérper verliessen den Schlachtbetrieb mit einer Staphylokokkenflora,
die sich in der Rupfmaschine ctabliert hatte. Das belegt die Aussagekraft der
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Methode fiir die Analyse kritischer Kontrollpunkte im Rahmen eines HACCP-
Konzeptes.

Die Methoden zur Gewinnung von Plasmidprofilen sind sicher nicht soweit
standardisiert und vereinfacht, dass sie in mikrobiologischen Routinelaboratorien
von lebensmittelverarbeitenden Betrieben eingesetzt werden konnten. Sie sind
jedoch fiir medizinische, veterinirmedizinische und lebensmittelmikrobiologische
Forschungslaboratorien kein Problem. Sie werden mehr und mehr ein integraler
Bestandteil mikrobiologisch-epidemiologischer Analysen der Lebensmittelmikro-
biologie werden. Weitere methodische Fortschritte bis hin zur routinemissigen
Anwendung auch in Laboratorien ausserhalb von medizinischen und Forschungs-
instituten sind bis zum Jahr 2000 mit Sicherheit zu erwarten.

Zusammenfassung

Fir Bakterienarten, die regelmissig in der Mehrzahl der Stimme ein oder mehrere
Plasmide tragen, ist die Plasmid-Profil-Technik eine einfache und aussagekriftige Methode
zur eindeutigen Charakterisierung einzelner Stimme. Diese Technik ist erfolgreich fiir
epidemiologische Fragestellungen bei Starterkulturen (z. B. von Acetobacter und Lactococ-
cus) oder bei unerwiinschten Mikroorganismen (z. B. Enterococcus, Staphylococcus und
Enterobakterien) aus Lebensmitteln eingesetzt worden. Fiir epidemiologische Fragen zur
Kontrolle von HACCP-Konzepten wird sie weiter an Bedeutung gewinnen.

Résumé

La technique de la détermination des profils de plasmides est une méthode simple et
efficace pour caractériser les bactéries dont les souches, contiennent au moins un ou plusieurs
plasmides. Cette méthode est appliquée avec succes pour résoudre des problemes épidémio-
logiques chez les ferments lactiques et les ferments acétiques (par ex. Acetobacter, Lactococ-
cus) ou, chez les bactéries indésirables, présentes dans les aliments (par ex. Enterococcus,
Staphylococcus et Enterobacteriaceae). Cette méthode, appliquée aux questions épidémiolo-
giques pour le contréle des concepts HACCP, gagnera en importance.

Summary

The plasmid-profiling technique is a simple and efficient method to characterize bacteria
on a strain basis provided they contain at least one or more plasmids. The technique has been
successfully applied for the solution of epidemiological problems in starter cultures (e.g. of
Acetobacter or Lactococcus) or of undesirable bacteria from food including Enterococcus,
Staphylococcus and enterobacteriaceae. The method will be of increasing importance regar-
ding epidemiological investigation in the analysis of HACCP concepts.
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