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Empfehlung der ZKBS zur Risikobewertung von
Bacillus anthracis BH490, BH500 und BH510
als Spender- oder Empfangerorganismen
gemaB § 5 Absatz 1 GenTSV

Allgemeines

Bacillus anthracis ist ein Gram-positives Bakterium aus der Familie der Bacillaceae, das zur
Bacillus cereus-Gruppe gehért und Endosporen bildet. Es ist eng verwandt mit B. cereus, so
dass vermutet wird, dass sich B. anthracis ausgehend von einem gemeinsamen Ausgangsor-
ganismus durch die Aufnahme von Plasmiden und durch Mutationen des Bakterienchromo-
soms weiterentwickelt hat [1; 2]. B. anthracis ist der Erreger des Milzbrandes und wird in der
Liste der Spender- und Empféngerorganismen nach § 5 Abs. 6 der GenTSV der Risiko-
gruppe 3 zugeordnet.

Die Gene fir die Hauptpathogenitatsfaktoren von B. anthracis sind auf den Virulenzplasmiden
pXO1 und pXO2 lokalisiert. Bei den auf pXO1 lokalisierten Virulenzfaktorgenen handelt es sich
um die Gene fiir die Komponenten des Toxinkomplexes, den Letalfaktor LF, den Odemfaktor
EF und das protektive Antigen PA. Darlber hinaus befindet sich auch das Gen flr den Viru-
lenzregulator AtxA auf diesem Plasmid. Dieser reguliert die Expression der Gene des Toxin-
komplexes, aber auch die Expression der Biosynthesegene fir die Polyglutaminsdurekapsel
[3; 4]. Auf dem Plasmid pXO2 sind die Gene lokalisiert, die fir Synthese und Abbau der Poly-
glutaminsdurekapsel bendtigt werden.

Daneben liegen weitere Pathogenitatsfaktorgene auf dem Bakterienchromosom vor. Hierbei
handelt es sich um Gene flr Enterotoxine, Phospholipase C, sezernierte Proteasen wie p60,
Immuninhibitor A und HtrA [5], Eisenaufnahmesysteme und Siderophore [6], Mangantranspor-
ter [7], eine Stickoxidsynthase [8], Anthrolysin O (Cyto- bzw. Hamolysin) [9] und Superoxiddis-
mutasen [10].

Den fir die Impfung gegen Anthrax eingesetzen Veterindr- bzw. Humanimpfstoffen fehlt meist
eines der Plasmide. Impfstdmmen vom ,Pasteur-Typ“ fehlt das Plasmid pXO1, B. anthracis-
Impfstdmmen wie Sterne oder dem russischen Stamm STI-1 fehlt dagegen das Plasmid pXO2.
Diese Impfstamme werden der Risikogruppe 2 zugeordnet, da sie zwar attenuiert sind, aber
eine Restpathogenitat erhalten bleibt. Diese &uBert sich darin, dass die Impfstdmme im be-
sonders suszeptiblen Wirtsorganismus Maus letal sein kénnen. Es wurde gezeigt, dass die
Injektion von 10¢ Sporen eines B. anthracis Sterne-Stammes (pX02) in die Pfote flr 50 % der
Méuse letal ist (LDso). Im Gegensatz dazu war die Injektion von mehr als 10° Sporen eines von
B. anthracis Sterne abgeleiteten, plasmidlosen Stammes (pXO1- pXO2) fir Mause nicht letal,
genauso wie die Injektion von mehr als 10° Sporen der apathogenen Spezies Bacillus subtilis.

Allerdings zeigte die Analyse der Wachstumskurven nach der Injektion von jeweils 108 Sporen,
dass der plasmidlose B. anthracis-Stamm trotz des Fehlens der Hauptvirulenzfaktoren eine
Infektion im Versuchstier etablieren kann. Finf Tage nach der Injektion der Sporen wurden die
Pfoten abgetrennt und die Zahl der Bakterien bestimmt. Wahrend die Zellzahl von B. subtilis
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flnf Tage nach der Injektion nur 10*2 colony forming units (CFU) pro Pfote betrug, wurden der
plasmidlose Stamm (pXO1- pX0O2’) genauso wie der Ausgangsstamm (pX0O2’) deutlich lang-
samer eliminiert. Die Zellzahl beider Stamme betrug nach fiinf Tagen noch ca. 108 CFU pro
Pfote [11].

Die Pathogenitat der Impfstdmme fir den Menschen ist deutlich geringer als fir M&use. Der
Stamm B. anthracis STI-1 (pXO2’) wurde seit 1953 in der friiheren UdSSR als Anthrax-Le-
bendvakzine verabreicht. Im Laufe der Jahrzehnte wurden mehrere Millionen Personen ge-
impft. Die Nebenwirkungen bewegten sich im Rahmen des Ublichen (leichtes Fieber, Rétun-
gen oder Verhartungen an der Einstichstelle oder Schwellungen der benachbarten Lymphkno-
ten) [12]. Es ist nicht bekannt, ob die Attenuierung von B. anthracis STI-1 ausschlieBlich aus
dem Verlust des Plasmides pXO1- oder auch auf dem Verlust von weiteren Virulenzfaktoren
beruht.

Der Stamm B. anthracis BH490 basiert auf dem Wildtyp-Stamm Bacillus anthracis Ames 35.
Aus dem Genom wurden die Plasmide pXO1 und pXO2 entfernt und das Gen fiir den Sporu-
lationsregulator SpoOA deletiert, so dass B. anthracis BH490 weder die Plasmide mit den
Hauptvirulenzfaktorgenen tragt, noch zur Sporulation in der Lage ist. Im Genom des Stammes
wurden darlber hinaus einige Proteasegene deletiert, um die Menge und Stabilitat von sezer-
nierten Proteinen zu verbessern. Bei den deletierten Genen handelt es sich um Gene fir die
Proteasen NprB, TasA, Cam, CysP1, VpR, InhA1, InhA2, MmpZ und NprC [13]. Im Genom
des Stammes B. anthracis BH500 wurde zuséatzlich das Gen fir die Protease S41 [14] und im
Genom des Stammes B. anthracis BH510 das Gen fir die Serinprotease HtrA deletiert, die ein
Virulenzfaktor von B. anthracis ist [5].

Der Ausschuss fur Biologische Arbeitsstoffe hat den ebenfalls plasmidlosen Stamm B. anthra-
cis CDC1014 in die Risikogruppe 2 eingestuft [15].

Empfehlung

Nach § 5 Absatz 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien im Anhang | GenTSV werden Bacillus an-
thracis BH490, BH500 und BH510 als Spender- und Empfangerorganismen fir gentechnische
Arbeiten der Risikogruppe 2 zugeordnet.

Begriindung

Es ist davon auszugehen, dass B. anthracis-Stdmme, denen beide Virulenzplasmide fehlen,
im Vergleich zum Wildtyp deutlich attenuiert sind. Im Genom von B. anthracis BH490, BH500
und BH510 wurden zudem Gene flr sezernierte Proteasen deletiert, von denen einige eben-
falls Virulenzdeterminanten sind. Ein geringes Gefahrdungspotential ist dennoch nicht auszu-
schlieBen, weil B. anthracis weitere chromosomal kodierte Virulenzfaktoren besitzt. Es liegen
keine experimentellen Daten vor, die belegen, dass plasmidlose Stamme von B. anthracis im
Allgemeinen bzw. B. anthracis BH490, BH500 und BH510 im Besonderen vollstandig attenu-
iert sind.
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