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Stellungnahme der ZKBS
zur Eighung von Pseudomonas alloputida KT2440 (ehemals P. putida KT2440)
als Teil biologischer SicherheitsmaRnahmen

gemaR § 8 Absatz 1 GenTSV

1. Allgemeines

Mit dem Inkrafttreten der Novelle der Gentechnik-Sicherheitsverordnung (GenTSV) zum Marz
2021 ist es erforderlich, dass entsprechend § 7 Abs. 5 GenTSV das Fortbestehen bereits
anerkannter biologischer SicherheitsmalRnahmen (hier: Vektor- und Empfangersysteme)
durch die Zentrale Kommission fur die Biologische Sicherheit bestatigt wird. Unter § 8 Abs. 1
der novellierten GenTSV wird ausgefuhrt, nach welchen Voraussetzungen die Verwendung
eines Empfangerorganismus als Teil einer biologischen SicherheitsmaRnahme anerkannt
werden kann. Diese sind erflllt, wenn 1. eine wissenschaftliche Beschreibung und eine
taxonomische Einordnung des Empfangerorganismus vorliegen, 2. die Vermehrung des
Empfangerorganismus nur unter Bedingungen moglich ist, die aul’erhalb gentechnischer
Anlagen selten oder nicht angetroffen werden, 3. der Empfangerorganismus fur Mensch, Tier
und Pflanzen nicht pathogen ist und keine umweltgefahrdenden Eigenschaften aufweist und
4. der Empfangerorganismus nur einen geringen horizontalen Genaustausch mit anderen
Spezies betreibt.

In dieser Stellungnahme wird gepruft und bewertet, ob Pseudomonas alloputida KT2440
(ehemals P. putida KT2440) die o. g. Voraussetzungen erfillt.

P. alloputida KT2440 wurde bereits 1990 mit dem Inkrafttreten der GenTSV als geeigneter
Empfangerorganismus fur biologische Sicherheitsmalinahmen anerkannt. In den Jahrzehnten
der breiten Nutzung als Empfangerorganismus fur biologische SicherheitsmaRnahmen hat
P. alloputida KT2440 sich als sicher erwiesen.

1.1. Wissenschaftliche Beschreibung

Die Spezies P. alloputida gehort zur Familie der Pseudomonadaceae. Die Familie umfasst
Gram-negative, nicht sporulierende, chemoorganotrophe, aerobe Stabchen [1]. P. alloputida
ist ein weltweit vorkommender saprophytischer Bewohner von Bodden, insbesondere der
Rhizosphéare von Pflanzen [2]. Einige pathogene Vertreter der Spezies kénnen Krankheiten
bei Menschen und Tieren ausldsen [3].

Bei P. alloputida KT2440 handelt es sich um ein Derivat des Stammes P. alloputida mt-2, der
im Jahr 1960 aus dem Boden eines Gemusegartens in Japan isoliert wurde [4]. P. alloputida
KT2440 wurde 1981 im Labor von Kenneth Timmis etabliert und unterscheidet sich von
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P. alloputida mt-2 dadurch, dass der Stamm spontan das TOL-Plasmid pWWO verloren hat
[5]. Beide Stamme wurden seit ihrer Etablierung ausschliel3lich au3erhalb des natlrlichen
Habitates kultiviert. Bis 2019 wurden P. alloputida mt-2 und KT2440 der Spezies
Pseudomonas putida zugeordnet [6]. Das Genom des Stammes P. alloputida KT2440 wurde
innerhalb der letzten 20 Jahre mehrfach vollstandig sequenziert [7, 8]. Dadurch konnte gezeigt
werden, dass in Folge der dauerhaften Kultivierung spontane Mutationen in dem Stamm
auftreten [7]. In seinem Genom liegen vier chromosomal integrierte Prophagen vor, die jedoch
nicht in der Lage sind, infektidse Phagenpartikel zu generieren [9]. Der Stamm P. alloputida
KT2440 ist gut charakterisiert und wird vielseitig in der Biotechnologie verwendet.

Bei P. alloputida KT2440 handelt es sich um einen wissenschaftlich sehr gut charakterisierten
Modellorganismus mit einer taxonomisch eindeutigen Einordnung.

1.2. Pathogenes Potential von P. alloputida KT2440

P. alloputida ist in der Vergangenheit selten als opportunistischer humanpathogener Erreger
in Erscheinung getreten. Bei Erkrankungen mit P. alloputida handelte es sich zumeist um
Katheter-assoziierte Bakteriamien und Harnwegsinfektionen [3]. Daher wurde P. alloputida
nach § 6i. V. m. § 5 Abs. 1 GenTSV der Risikogruppe 2 zugeordnet (Az. 6790-05-01-099;
aktualisiert Februar 2023).

In P. alloputida KT2440 sind die meisten Virulenzfaktorgene abwesend, die in pathogenen
P. alloputida- und P. putida-lsolaten oder in der pathogenen, nah verwandten Spezies
Pseudomonas aeruginosa vorkommen [8, 14, 15]. Dazu zahlen Gene zur Expression von
Exotoxinen, spezifischen hydrolytischen Enzymen, Typ-llI-Sekretionssystemen, O-
Antigensyntheseenzymen und andere Virulenzfaktoren [8, 16]. Das pathogene Potential von
P. alloputida KT2440 wurde in Tiermodellen untersucht. Im Mausmodell ist die intraperitoneale
Injektion von 10° koloniebildenden Einheiten (KBE) von P. alloputida KT2440 nicht
gesundheitsschadlich [17]. Die Inokulation von gesunder und geschadigter Haut von Ratten
mit 10° KBE P. alloputida KT2440 hatte keine schadlichen Auswirkungen. Pathogene
P. alloputida-lsolate waren dagegen in der Lage, bei gleicher Inokulationsdosis die Haut stark
zu schadigen [18]. Es liegen keine Berichte Uber Infektionen mit P. alloputida KT2440 beim
Tier und Menschen vor. Der Stamm P. alloputida KT2440 wird der Risikogruppe 1 zugeordnet.

Unter Labor- und Gewachshausbedingungen ist P. alloputida KT2440 in der Lage, die Wurzeln
vieler Pflanzen zu kolonisieren [19, 20]. Die Inokulation der Wurzeln von Mais-, Soja- und
Paprikapflanzen mit P. alloputida KT2440 flhrte zu einer Aktivierung der systemischen
Resistenz gegenlber Blattkrankheitserregern und férderte das Wurzelwachstum [17, 19, 21].
Phytopathogene Effekte sind fur P. alloputida KT2440 nicht beschrieben.

P. alloputida KT2440 ist apathogen und ohne Gefahrdungspotential fur Mensch, Tier und
Pflanze.

1.3. Vermehrungsfahigkeit von P. alloputida KT2440 auRerhalb von gentechnischen Anlagen

Vielfaltige Studien mit Boden- und Wasserproben zeigen, dass P. alloputida KT2440 sich nicht
aulierhalb von gentechnischen Anlagen verbreiten kann. In Feldversuchen war P. alloputida
KT2440 in Béden nach 50 Tagen bei einer Inokulation von 107 KBE pro g Erde nicht mehr
nachweisbar [19, 21]. In bepflanzten Boden persistierte P. alloputida KT2440 in der
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Rhizosphare bis zum Ende des Versuchszeitraumes von 60 Tagen [20, 22]. Die
Bakteriendichte nahm in diesem Zeitraum nur gering ab. Das Uberleben in Gewéssern wurde
mit dem Parentalstamm P. alloputida mt-2 untersucht. In unsterilen SuRwasserproben
reduzierte sich die Bakteriendichte innerhalb von 10 Tagen um das Hundertfache und bis zum
Ende des Versuchszeitraumes von 70 Tagen um das Tausendfache [23]. In Abwassern
reduzierte sich die Bakteriendichte von P. alloputida KT2440 innerhalb von 55 Tagen um das
Zehntausendfache [24].

Zusammengefasst zeigt dies, dass eine Ausbreitung von P. alloputida KT2440 in der Umwelt
nicht nachgewiesen werden konnte.

1.4. Horizontaler Gentransfer von P. alloputida KT2440 mit anderen Organismen

Horizontaler Gentransfer bei Bakterien kann durch Prozesse wie Transformation,
Transduktion, Konjugation und Mobilisierung von genetischem Material stattfinden, deren
molekulare Ablaufe umfassend untersucht wurden [25].

Im Unterschied zu verschiedenen anderen Bakterienspezies ist P. alloputida KT2440 wie
P. alloputida generell nicht in der Lage, DNA aktiv aus der Umgebung aufzunehmen, und weist
somit keine natlrliche Kompetenz fiir die Transformation mit freier DNA auf [26, 27]. DNA
gelangt nur unter solchen experimentellen Bedingungen in P. alloputida-Zellen, die die aul3ere
und innere Membran der Bakterien hierflr durchldssig machen, z. B. durch die Anwendung
physikalischer Methoden (Elektroporation) [28].

Zum horizontalen Gentransfer bei Bakterien tragen generell transduzierende Phagen mit
breitem Wirtsbereich bei. Solche Phagen kénnen gelegentlich ausschlielflich DNA bakteriellen
Ursprungs (Chromosomale- oder Plasmid-DNA) in infektidse Phagenpartikel verpacken und
Wirte aus mehreren Bakterienfamilien infizieren. Es sind jedoch bislang keine Phagen
bekannt, die P. alloputida KT2440 infizieren kénnen [9]. Von den vier Prophagen von
P. alloputida KT2440 kénnen zwei nach Prophagen-induzierenden Behandlungen aus dem
Chromosom ausgeschnitten werden. Jedoch kommt es in keinem Fall zur Bildung infektioser
Phagenpartikel [9].

Ein anderer Prozess des horizontalen Gentransfers ist die Ubertragung von Plasmiden mittels
Konjugation. Die bakterielle Konjugation ist ein Vorgang, in dem es zum physikalischen
Kontakt zwischen Donor- und Rezipientenzellen und anschlieRend zum Transfer eines DNA-
Einzelstranges kommt. Der Stamm P. alloputida mt-2 enthalt das konjugative TOL-Plasmid
pWWO0, welches in Escherichia coli, Erwinia chrysanthemi, Hydrogenophaga palleronii,
Serratia spp. und Burkholderia spp. replizieren kann und somit einen breiten Wirtsbereich hat
[29]. Der Stamm P. alloputida KT2440 hat dieses Plasmid jedoch verloren und enthalt auch
keine weiteren Plasmide [8], so dass ein Gentransfer mithilfe der Konjugation einschlieRlich
der Mobilisierung ausgeschlossen ist.

2. Empfehlung

Nach § 8 Absatz 1 GenTSV wird P. alloputida KT2440 und davon abgeleitete Stamme als Teil
einer biologischen SicherheitsmaRnahme anerkannt, in denen weder konjugative Plasmide
mit breitem Wirtsbereich und Fahigkeit zur Mobilisierung noch generell transduzierende
Prophagen mit breitem Wirtsbereich vorliegen.
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3. Begriindung

P. alloputida KT2440 erfullt die Vorrausetzungen des § 8 Abs. 1 GenTSV fur die Anerkennung
als Empfangerorganismus flir biologische SicherheitsmaRnahmen. Der Stamm ist
wissenschaftlich sehr gut beschrieben und apathogen fir Mensch, Tier und Pflanze.
P. alloputida KT2440 stellt somit keine Gefahr fur die Rechtsgiter nach § 1 Abs. 1 GenTG dar.
Das Uberleben von P. alloputida KT2440 auBerhalb gentechnischer Anlagen ist gut untersucht
und es ist gezeigt, dass sich P. alloputida KT2440 in Boden und Gewassern nicht ausbreitet,
jedoch in der Rhizosphare von Pflanzen persistiert. Horizontaler Gentransfer von P. alloputida
KT2440 auf andere Bakterien ist nicht zu erwarten.

Informationen dazu, ob einzelne P. alloputida KT2440 abgeleitete Stdmme entsprechend der
in dieser Stellungnahme festgelegten Kriterien als Empfangerstamme flr biologische
SicherheitsmalRnahmen geeignet sind, werden in der Datenbank der Empfangerstamme flr
biologische Sicherheitsmallinahmen gesammelt und zur Verfigung gestellt, die von der ZKBS-
Geschéftsstelle gefuhrt wird.
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