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Az. 45241.0152, -.0156 September 2016

Empfehlung der ZKBS zur Risikobewertung von
attenuierten Yersinia enterocolitica E40-Stammen
als Spender- oder Empfangerorganismen
gemaB § 5 Absatz 1 GenTSV

Allgemeines

Innerhalb der Enterobacteriaceae beinhaltet die Gattung Yersinia derzeit drei Spezies mit ei-
ner Pathogenitat fir den Menschen, Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis und Yersinia
enterocolitica. Bei Y. enterocolitica handelt es sich um den Erreger der Yersiniose, einer zoo-
notischen Erkrankung, die sich beim Menschen in einer akuten Enterocolitis u3ert, jedoch
auch von einer mesenterialen Lymphadenitis begleitet sein kann. Die enteritische Erkrankung
ist i. d. R. selbstlimitierend und heilt nach zwei Wochen aus. Die Gram-negativen, fakultativ
anaeroben Stabchen werden fakal-oral Gbertragen oder Uber Nahrungsmittel aufgenommen
(Fredriksson-Ahomaa et al., 2006).

Je nach Antigen-Variation der Zellwand-Lipopolysaccharide lassen sich mehr als 50 verschie-
dene Serotypen unterscheiden. Physiologische und biochemische Analysen erlauben zudem
eine Differenzierung in sechs Biotypen (Wauters et al., 1987; Sabina et al., 2011). Bei den
Biotypen 2 — 6 handelt es sich um Stdmme mit geringer Pathogenitat fir Mensch und Maus
(Howard et al., 2006). Dabei korreliert die Pathogenitat dieser Biotypen mit der Prasenz des
Virulenzplasmids pYV (plasmid of Yersinia virulence) sowie chromosomal lokalisierter Viru-
lenzgene (Revell & Miller, 2001). Stdmme des Biotyps 1B weisen im Genom zusatzlich eine
high pathogenicity island (HPI) auf. Hier sind Gene angesiedelt, die fir die Synthese und Auf-
nahme des Siderophors Yersiniabactin kodieren. Infektionen mit diesem Biotyp flhren zu
schweren Erkrankungen und sind fir Mause letal (Carniel et al., 1996). Die meisten Stamme
des Biotyps 1A gelten als apathogen. Ihnen fehlen sowohl das Virulenzplasmid pYV, als auch
fir die Pathogenitat wichtige, chromosomal lokalisierte Gene (Tennant et al., 2003; Baghat &
Virdi, 2007).

Das Plasmid pYV ist typisch fir pathogene Yersinien und fir die Etablierung einer Infektion in
Saugetieren essenziell (Cornelis & Wolf-Watz, 1997). Neben Proteinen, die die Adhasion und
Invasion (YadA) der Bakterien an eine Epithelzelle ermdglichen, kodiert es fur ein Typ-lll-
Sekretionssystem (T3SS, Injektisom), fur die Yop-Effektorproteine, die mithilfe des Injektisoms
in die eukaryote Zelle eingebracht werden, fir Translokatoren und Chaperone sowie flir eine
Arsenat-Resistenz (Hacker & Kaper, 2012). Die Expression der plasmidkodierten Virulenzfak-
toren ist abhangig von der Temperatur (37 °C) und von der Konzentration an Ca?*-lonen
(Bhaduri & Smith, 2011).

Initialer Schritt der Infektion nach einer oralen Aufnahme ist die Bindung der Bakterien an die
Oberflachenrezeptoren der M-Zellen im unteren lleum. Diese wird durch chromosomal kodier-
te Fimbrien und Adhéasine (myfA, ail) und durch das ebenfalls chromosomal kodierte Invasin
(inv) ermdglicht. Die Sekretion des chromosomal kodierten, zytotoxischen Enterotoxins (y-
StABC) fUhrt zu einer erhdhten apikalen Permeabiltitét der Epithelzellen und dadurch zu einer
erhdhten Osmolaritdt des Darmlumens, die auch in der Lyse der Epithelzellen resultieren
kann. Die Passage der Yersinien durch die M-Zellen zum basolateralen Gewebe ist mit einer
Zytokinausschittung der Epithelzellen verbunden, wodurch Granulozyten rekrutiert werden.
Der massive Einstrom an Granulozyten fihrt zu Gewebezerstérung und Abzessbildung. Des
Weiteren ist die Ca?*-Konzentration im Zytosol der M-Zellen sehr niedrig und die Temperatur
liegt bei ca. 37 °C, so dass die Expression der Virulenzplasmid-lokalisierten Gene initiiert wird.
Dabei vermittelt das Oberflachenprotein YadA eine Adhérenz der Bakterien an die Granulozy-
ten/Makrophagen, die Ausbildung des Injektisoms wird ermdglicht und die Yop-Proteine wer-
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den von den Bakterien in die Immunzellen transloziert. Auf diese Weise wird die Phagozytose
durch die Makrophagen verhindert sowie das zellulére signalling beeinflusst, so dass die Mak-
rophagen in Apoptose gehen. Die Bakterien kénnen sich im Folgenden vermehren und ver-
breiten (Sabina et al., 2011; Revell & Miller, 2001; Cornelis & Wolf-Watz, 1997).

An einer Infektion mit Y. enterocolitica sind zusammengefasst sowohl chromosomale, als auch
Gene des Virulenzplasmids beteiligt. Der Verlust des Plasmids resultiert in Stammen mit einer
abgeschwachten Virulenz; eine Penetration der Lamina propria ist nicht mdglich und damit ei-
ne Persistenz ausgeschlossen (Mulder et al., 1989; Ben-Gurion & Shafferman, 1981).
Y. enterocolitica ist gemaB § 5 Abs. 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien im Anhang | GenTSV als
Spender- und Empfangerorganismus flr gentechnische Arbeiten der Risikogruppe 2 zuge-
ordnet.

Der Wildtyp-Stamm Y. enterocolitica E40 ist ein niedrig-pathogener Stamm des Biotyps 2 und
Serotyps O:9, der natlrlicherweise das Virulenzplasmid pYV tragt (Sory et al., 1995). Der
Stamm W22703 ist ein biochemisch mit dem Stamm E40 identisches Isolat (Sory et al., 1995).
Fur ihn wurde im Mausmodell eine LDso von 1035 Bakterien/Maus nach intravendser Applikati-
on in Leber und Milz bestimmt, fiir den Stamm ohne Plasmid (W22703 pYV) eine LDso > 108
Bakterien/Maus (Mulder et al., 1989). Die HPI, welche fiir das Siderophor Yersiniabactin ko-
diert und kennzeichnend flr den hochpathogenen Biotyp 1B ist, ist im Chromosom der Stam-
me W22703 und E40 nicht vorhanden. Entsprechend wurde der attenuierte Y. enterocolitica
Stamm W22703 pYV', bei dem das Virulenzplasmid entfernt wurde, von der ZKBS im Juli
2013 in die Risikogruppe 1 eingestuft (Az. 45241.0125).

Die gentechnisch veranderten Y. enterocolitica E40-Stamme AblaA (pYV40 yopOaz-427 YOPEo21
yopHai-352 YopMz23 yopP23 yopTiss), kurz Y. enterocolitica EA0 AblaA (pYV40 AHOPEMT),
und AblaA Aasd (pYV40 yopOaza2z YOPE2:r yopHaiss2 yopMas yopPas yopTiss), kurz
Y. enterocolitica EA0 AblaA Aasd (pYV40 AHOPEMT), enthalten eine Deletionsvariante des
Virulenzplasmids pYV: Die Gene der sechs Effektorproteine (YopH, -O, -P, -E, -M, -T), die
vom T3SS in die Wirtszelle injiziert werden, wurden deletiert (Iriarte & Cornelis, 1998). Bereits
die Deletion einzelner plasmidkodierter Yop-Proteine, wie YopH, -E oder -M, fuhrt zu einer
Reduktion der Kolonisierungs- und Persistenzfahigkeit eines solchen Y. enterocolitica-
Stammes nach oraler Applikation um bis zu flnf GréBenordnungen (Sory & Cornelis, 1988;
Mulder et al., 1989; Grosdent et al., 2002; Trueltzsch et al., 2004; Pha et al., 2016). Stamme,
in deren Plasmid mehrere Effektoren deletiert sind, werden aufgrund des Verlusts der Resis-
tenz gegen die primare Immunantwort des Wirtes als avirulent beschrieben (Trueltzsch et al.,
2004; Pha et al., 2016). Dartber hinaus weisen beide Stdamme eine chromosomale Deletion
auf: Das fur die Ampicillin-Resistenz verantwortliche blaA-Gen wurde entfernt. Die Stamme
sind folglich Ampicillin-sensitiv. Im Stamm E40 AblaA Aasd (pYV40 AHOPEMT) wurde auBBer-
dem das asd-Gen fir die Aspartat-Semialdehyd-Dehydrogenase entfernt. Die Bakterien kén-
nen somit einen essenziellen Bestandteil ihrer Zellwand, die Diaminopimelinsaure, nicht mehr
selbst herstellen. Der Stamm ist obligat auxotroph fir Diaminopimelinsdure. Die Bakterien sind
somit auBerhalb des Labors oder in einem Wirt nicht lebensfahig. Dieser Stamm wurde durch
das Bundesamt fir Gesundheit der Schweiz (Meldung A010088/2 vom 14.02.2003) und laut
dem Antragsteller auch in GroBbritannien bereits in die Risikogruppe 1 herabgestuft.

Empfehlung

Nach § 5 Absatz 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien im Anhang | GenTSV werden die gentech-
nisch veranderten, attenuierten Yersinia enterocolitica-Stamme mit der Bezeichnung
Y. enterocolitica E40 AblaA (pYV40 AHOPEMT) und Y. enterocolitica E40 AblaA Aasd (pYV40
AHOPEMT) der Risikogruppe 1 zugeordnet.

Begriindung

Der das Virulenzplasmid pYV enthaltende Y. enterocolitica-Stamm E40 gilt als gering patho-
gener Stamm, der beim Menschen einen selbstlimitierenden Durchfall auslésen kann. Ent-
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scheidend fur die Virulenz der Bakterien im Organismus ist die Expression der Gene des Viru-
lenzplasmids. Fehlt das Plasmid, sind die Bakterien nicht kolonisierungsféhig, wie in vivo-
Studien im Mausmodell belegen. Die chromosomal kodierten Virulenzfaktoren sind fir eine
Persistenz der Bakterien im Darm nicht ausreichend. Ein Gen fir das Siderophor Yersiniabac-
tin ist nicht vorhanden. In den hier zu bewertenden Y. enterocolitica E40-Stdmmen mit der Be-
zeichnung Y. enterocolitica E40 AblaA (pYV40 AHOPEMT) und Y. enterocolitica E40 AblaA
Aasd (pYV40 AHOPEMT) sind die sechs Virulenzeffektoren des Plasmids deletiert. Des Wei-
teren besitzen beide Stdmme kein chromosomales blaA-Gen mehr, welches eine Resistenz
gegenlber Ampicillin verleint. Der Stamm Y. enterocolitca E40 AblaA Aasd (pYV40
AHOPEMT) besitzt weiterhin eine Mutation in einem Gen, das fir die Peptidoglykansynthese
essenziell ist. Er ist somit auxotroph fur Diaminopimelinsdure und die Bakterien sind auf3er-
halb des Labors oder in einem Wirt nicht lebensfahig. Insgesamt ist fir diese beiden Stamme
nicht von einem Risiko fir Mensch, Tier und Umwelt auszugehen.
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