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Stellungnahme der ZKBS

zur Einstufung von Listeria monocytogenes-Stammen mit Deletionen in den Genen  prfA,
hly, actA, actA und plcB

I. Einflhrung:

Listeria monocytogenes ist ein Gram-positives, bewegliches, stdbchenférmiges Bakterium, das
als Wildtyp beim Menschen und bei Tieren Infektionen mit zum Teil schweren Erkrankungen
hervorrufen kann [1]. Der Organismus wird gemafld 8 5 Abs. 2 und 6 i.V.m. Anhang | Teil B
GenTSV der Risikogruppe 2 zugeordnet.

Da L. monocytogenes in Mausen systemische Infektionen verursacht und in permanente
intestinale Zellinien einzudringen vermag, ist dieser Organismus zu einem besonders
geeigneten Objekt fur das Studium des intrazellularen Parasitismus und der Uberwindung von
Schutzbarrieren durch Bakterien geworden [2, 3]. Fur gentechnische Arbeiten werden vielfach
Mutanten von L. monocytogenes verwendet, die Uber eine stark abgeschwachte Virulenz
verfugen. Es stellt sich daher die Frage, ob auch diese Stamme der Risikogruppe 2 zuzuordnen
sind.

Wildtypstamme von L. monocytogenes sind ubiquitdr vorkommende Bakterien, die aus dem
Erdboden, aus Abwasser und von Pflanzen isoliert werden kdnnen. Dariiber hinaus liegen diese
Bakterien haufig im Intestinaltrakt von Saugetieren, Vogeln, Fischen und Krebstieren vor. Etwa
5-20% der Menschen sowie der Tiere sind gesunde intestinale Trager von L. monocytogenes.

Diese Organismen sind fakultativ intrazellulare Bakterien mit der Fahigkeit, in einem breiten
Temperaturbereich zwischen 1C und 45T zu wachsen. Die Eigenschaft der Psychrotrophie
(Wachstum bei 4C) stellt ein besonderes Problem in der Lebensmittelproduktion und -lagerung
dar.

Die Listeriose, eine haufig durch Lebensmittel Ubertragene Infektionskrankheit, verlauft unter
Immunsuppression, bei Schwangerschaft, hohem Lebensalter oder im Sauglingsalter besonders
schwer [4, 5]. Typische Verlaufsformen einer Listeriose sind Meningitis, Meningoenzephalitis
und Sepsis, Gastroenteritis, grippedhnliche Symptomatik und lokale Abszesse. Eine Infektion
wahrend der Schwangerschaft kann zu Tot- oder Frihgeburten bzw. auch zu einer septisch
oder meningitisch verlaufenden Erkrankung des Neugeborenen fihren.

Eine Exposition des Menschen gegeniuber dem Erreger L. monocytogenes ist sehr héaufig
gegeben. Faktoren wie die Empfanglichkeit des Wirtes, die aufgenommene Infektionsdosis, die
Aziditat des Magensaftes und die Virulenz des Erregers beeinflussen die klinische
Manifestation. Eine minimale Infektionsdosis ist nicht bekannt, die Inkubationszeit wird mit etwa
3 - 90 Tagen angenommen.

Epidemische und sporadische Listeriose-Erkrankungen beim Menschen treten nahezu
ausschliesslich nach dem Genul3 kontaminierter Lebensmittel (Milch und Milchprodukte, Salate)
auf. Nosokomiale Ausbriiche auf Stationen mit S&uglingen bzw. mit immunsupprimierten
Erwachsenen sind beschrieben worden. Selten sind primére Listeriose-Herde an der Haut bei
ausgepragter beruflicher Exposition gegenuber infizierten Tieren.
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L. monocytogenes - Bakterien gelangen durch eine spontane (Makrophagen) oder bakteriell
induzierte (andere Zelltypen) Phagozytose in das Zellinnere. An diesem Prozess sind die beiden
durch die Gene inlA und inIB kodierten Invasionsproteine Internalin A und B und das
transmembrane Glykoprotein E-Cadherin als Wirtszellrezeptor beteiligt [2].

Die Freisetzung der aufgenommenen Listerien aus dem Phagosom erfolgt unter Einwirkung des
durch das Gen hly kodierten Listeriolysins O, eines porenbildenden Toxins, sowie durch die
Aktivitdt des Enzyms Phosphatidyl-Inositol-Phospholipase C (plcA).

L. monocytogenes verfligt Gber einen sehr effektiven Mechanismus, um sich im Zytoplasma und
von Zelle zu Zelle zu bewegen. Das von actA kodierte Membranprotein umgibt die
Bakterienzelle mit fibrillésem Aktin, das an einem Zellpol akkumuliert wird und dem Bakterium
eine kometenartige intrazellulare Fortbewegung ermdglicht [6, 7].

Die Ausbreitung von Listerien in Nachbarzellen ist von der Aktivitat einer weiteren
Phospholipase, der durch das Gen plcB kodierten Phosphatyl-Cholin-spezifischen
Phospholipase C, abhéngig. An dem Prozess der Freisetzung der Bakterien aus der
Doppelmembranvakuole nach dem Ubertritt in die Nachbarzelle ist das Listeriolysin O beteiligt.

Eine Metalloprotease (mpl) spielt eine Rolle bei der Prozessierung der Genprodukte der Gene
plcB und actA.

Alle genannten Virulenzgene werden durch das Gen prfA, das fir einen Regulationsfaktor
kodiert, positiv reguliert.

II. Deletionsmutantenstamme von L. monocytogenes

Alle hier beschriebenen L. monocytogenes-Mutanten sind chromosomale Deletionsmutanten,
die mit Hilfe eines Suizidvektors hergestellt wurden. Der Vektor besitzt einen
temperatursensitiven ,origin of replication* und ein Antibiotikaresistenzgen. Wird ein Gen mit
einer Deletion in den Vektor inseriert, kann durch Anzucht ohne Antibiotika-Selektion bei 28C
durch homologe Rekombination das intakte Gen gegen das mutierte Gen ausgetauscht werden.
Die stabilen, Antibiotika-sensitiven Deletionsmutanten wurden durch PCR und DNA-
Sequenzierung charakterisiert.

a) L. monocytogenes-Mutante mit dem defekten Gen actA

Das gesamte actA-Gen wurde deletiert, die Mutante ist daher nicht mehr in der Lage, in der
eukaryoten Zelle Aktin zu akkumulieren. Die Bakterien sind daher intrazellular unbeweglich und
vermdégen sich nicht mehr von Zelle zu Zelle auszubreiten. Die Virulenzabschwdchung wurde
durch Infektionsversuche an Mausen dokumentiert. In den Untersuchungen von Goosens et al.
[8] ergab sich an C3H-Mé&usen fir die Mutante eine 1000-fach erhdhte LDs,. Chakraborty und
Domann [9] bestimmten an BALB/c-M&usen die LDs-Werte 2,5 x 107 (AactA) gegeniiber
8.0x10° (Wildtyp).

b.) L. monocytogenes-Mutante mit den defekten Genen actA und plcB

Bei dieser Doppelmutante ist neben dem Gen actA auch das Gen plcB deletiert worden. Damit
kann weder in der eukaryoten Zelle Aktin akkumuliert, noch die Phosphatidyl-Cholin-spezifische
Phospholipase C synthetisiert werden [6, 10]. Dies unterbindet die Erregerausbreitung von Zelle
zu Zelle. ActA-Mutanten sind in der Lage, bei Mausen eine Immunitdt gegentber L.
monocytogenes- Wildtyp-Infektionen zu erzeugen.

Im Mauseinfektionsversuch an BALB/c-Mausen betrug fir die Mutante (AactAAplcB) die LDsg
3,0 x 10" gegeniiber 8,0x10° furr den Wildtyp [9].

c.) L. monocytogenes-Mutante mit dem defekten Gen prfA

Die Mutante enthalt eine Deletion im Bereich des prfA-Gens, dessen Genprodukt, ein DNA-
bindendes Protein mit einem Molekulargewicht von 24 kD, die Aktivitat der Virulenz-Gene hly,
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plcB, actA sowie der Gene inlA und inIB und sich selbst reguliert [11]. Diese Mutante bildet
weder Listeriolysin, Phospholipasen noch Internaline, kann sich nicht von Zelle zu Zelle
ausbreiten [11], persistiert aber in dendritischen Zellen [12].

Die Mutante liegt in der LDs, um einen Faktor von 4 x 10° héher als der Wildtyp (3,0 x 10°
gegeniiber 8,0x10°) [9].

d.) L. monocytogenes-Mutante mit dem defekten Gen hly

Das Listeriolysin O-Gen hly wurde deletiert, die Mutante ist wegen des Defektes bei der
Phagosomenlyse nicht mehr in der Lage, aus den Phagosomen zu entweichen und daher
attenuiert, persistiert aber in dendritischen Zellen [12, 6]. Infektionsversuche mit BALB/c-Mausen
zeigen eine stark erhéhte LDs, (2,0x10°%) gegeniiber dem Wildtyp (8,0x10°) [9].

[I. Empfehlungen der ZKBS zur Einstufung von Listeria monocytogenes-Stammen mit
Deletionen in den Genen actA, actA und plcB, prfA oder hly als Empféangerorganismen
bei gentechnischen Arbeiten:

Listeria monocytogenes -Stamme, die stabile Mutationen in den Genen actA, actA und plcB,
prfA oder hly tragen, sind gemdR 8 5 Abs. 2 i. V. m. Anhang | Teil B GenTSV der
Risikogruppe 1 zuzuordnen, wenn sie bei gentechnischen Arbeiten als Empfangerorganismen
eingesetzt werden. Es ist jedoch zu berticksichtigen, dass die Mutanten durch Klonierung von
Nukleinsaurefragmenten, die die fehlenden Funktionen ersetzen und die auch in einem Gemisch
von DNA-Sequenzen (z. B. Genbanken) vorliegen kénnen, zum Wildtyp komplementiert werden
kénnen. Eine Hobherstufung der GVO in die Risikogruppe 2 ist dann im Einzelfall notwendig.
Gentechnische Arbeiten, bei denen bakterielle Nukleinsduresequenzen in die Mutanten
eingefiihrt werden, die die Uberlebensfahigkeit der Bakterien erhthen kénnen oder die fiir
Virulenzfaktoren anderer pathogener Bakterien kodieren, sind zur Einstufung der ZKBS
vorzulegen.
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