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Empfehlung der ZKBS zur Risikobewertung des
Yersinia enterocolitica—Stammes W22703 pYV~
als Spender- und Empfangerorganismus fir gentechnis che Arbeiten
geman 8 5 Absatz 1 GenTSV

Allgemeines

Innerhalb der Enterobacteriaceae beinhaltet die Gattung Yersinia derzeit drei Spezies mit
einer Pathogenitat fir den Menschen, Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis und
Yersinia enterocolitica. Bei Y. enterocolitica handelt es sich um den Erreger der Yersiniose,
einer zoonotischen Erkrankung, die beim Menschen eine akute Enterocolitis auslésen,
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 Kokken werden fékal-oral Ubertragen oder Uber
Nahrungsmittel aufgenommen [1]. Je nach Antigen-Variation der Zellwand-
Lipopolysaccharide lassen sich mehr als 50 verschiedene Serotypen unterscheiden.
Physiologische und biochemische Analysen erlauben zudem eine Differenzierung in sechs
Biotypen [2, 3]. Dabei korreliert die Pathogenitat der Biotypen 2 - 6 mit der Prasenz des
Virulenzplasmides pYV sowie chromosomal lokalisierten Virulenzgenen [4]. Es handelt sich
bei diesen Biotypen um Stadmme mit geringer Pathogenitat fur Mensch und Maus [5].
Stamme des Biotyp 1B weisen im Genom zusatzlich eine high pathogenicity island (HPI) auf.
Hier sind Gene angesiedelt, die fur Synthese und Aufnahme des Siderophors Yersiniabactin
kodieren. Infektionen mit diesem Biotyp fihren zu schweren Erkrankungen und sind fir
Mause letal [6]. Die meisten Stamme des Biotyps 1A gelten als apathogen. Ihnen fehlen
sowohl das Virulenzplasmid pYV als auch fir die Pathogenitat wichtige, chromosomal
kodierte Gene [7, 8]. Y. enterocolitica ist gemafl § 5 Abs. 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien im
Anhang | GenTSV als Spender- und Empfangerorganismus fur gentechnische Arbeiten der
Risikogruppe 2 zugeordnet.

Y. enterocolitica W22703 ist ein niedrigpathogener Stamm des Biotyp 2 und Serotyp O:9 und
tragt natdrlicherweise das Virulenzplasmid pYVe227 [9]. Dieses ist typisch fur pathogene
Yersinien und fur die Etablierung einer Infektion in Mammalia-Wirten essentiell. Neben
Genen, die die Adhésion und Invasion (YadA) der Bakterien an eine Epithelzelle
ermdglichen, kodiert es fur ein Typ-llI-Sekretionssystem (Injektisom, T3SS), fur die Yop-
Effektorproteine, die mithilfe des Injektisoms in die eukaryote Zelle eingebracht werden, fir
Translokatoren und Chaperone. Die Expression der plasmidkodierten Virulenzfaktoren ist
abhangig von der Temperatur (37°C) und von der Konzentration an Ca®*-lonen [9-14].

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
kodierte Fimbrien und Adhasine (myfA, ail) und durch das ebenfalls chromosomal kodierte
Invasin (inv) ermdglicht. Die Sekretion des zytotoxischen Enterotoxins (chromosomal kodiert,
ystABC) ist mit einer erhéhten apikalen Permeabiltitét der epithelialen Zellen verbunden, die
zu einer erhohten Osmolalitdt des Darmlumen fihrt und auch in der Lyse der Epithelzellen



resultieren kann. Die Passage der Yersinien durch die M-Zellen zum basolateralen Gewebe
ist mit einer Zytokinausschittung der epithelialen Zellen verbunden, wodurch Granulozyten
angelockt werden. Der massive Einstrom an Granulozyten fuhrt 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-kodierten
Gene initiiert wird. Dabei vermittelt das Oberflachenprotein YadA eine Adharenz der
Bakterien an die Granulozyten / Makrophagen, die Ausbildung des Injektisoms wird
ermdglicht und die Yop-Proteine werden von den Bakterien in die Immunzellen transloziert.
Dies ist mit der Verhinderung der Phagozytose durch die Makrophagen verbunden sowie
dem Einfluss auf das zelluléare signalling, so dass die Makrophagen in Apoptose gehen. Die
Bakterien kdnnen sich im Folgenden vermehren und verbreiten [3,4,12] .

An einer Infektion mit Y. enterocolitica sind zusammenfassend sowohl chromosomal-kodierte
als auch vom Virulenzplasmid kodierte Gene beteiligt. Der Verlust des Plasmides resultiert in
Stammen mit einer abgeschwéchten Virulenz; eine Penetration der Lamina propria ist nicht
maglich und damit eine Persistenz ausgeschlossen [9, 10]. So fiihrte der Knockout einzelner
plasmidkodierter Gene nach oraler Applikation zu reduzierten Kolonisierungs- und
Persistenzeigenschaften dieser Y. enterocolitica-Stdmme um bis zu 5 GréRenordnungen [9,
13]. Im Mausmodell wurde fir den Stamm W22703 mit pYVe227 eine LDs, von 10°°
Bakterien/Maus nach intraventser Applikation in Leber und Milz bestimmt, fir den Stamm
ohne Plasmid (W22703 pYV) eine LDs, > 10° Bakterien/Maus [9]. Die vollstandige Sequenz
des W22703-Genoms liegt vor. Die durchgefiihrten shotgun sequencing-Experimente lassen
Ruckschlisse auf vorhandene bzw. nicht vorhandene Pathogenitatsfaktoren im Vergleich zu
Stammen anderer Biotypen zu [16]. Die HPI, welche flUr Yersiniabactin kodiert und
kennzeichnend fur den Biotyp 1B ist, ist im Chromosom des Stammes W22703 nicht
vorhanden. Ebensowenig kénnen YstABC-homologe Enterotoxine im
Proteinexpressionsmuster des Stammes W22703 pYV' mithilfe einer BLAST-Analyse
aufgezeigt werden. Nachgewiesen wurden Gene mit Homologien zu virulenzassozierten
Genen, wie z. B. inv, Autotransporter- und Typ-V-Sekretionssysteme sowie eine
pathogenicity island (TC-PAly.,) mit Genen, die flr einen Toxin-Komplex kodieren, welcher
mit Insektiziden in Verbindung gebracht wird. Im Genom sind ebenfalls Zwei-Komponenten-
Systeme kodiert, von welchen zumindest eines an der Hamolysin-Sekretion beteiligt zu sein
scheint. Hamolysin selbst liegt nicht kodiert vor. Des Weiteren wurden Peptidasen
kodierende Gene identifiziert, welche an der Abwehr gegen wirtseigene antibakterielle
Peptide beteiligt sein kdnnten [16].

Bewertung

Gemal 8§ 5 Abs. 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien im Anhang | GenTSV wird der Stamm
W22703 pYV als Spender- und Empfangerorganismus fir gentechnische Arbeiten der
Risikogruppe 1 zugeordnet, sofern keine Gene des Virulenzplasmides bei den
gentechnischen Arbeiten in die Zellen verbracht werden.

Begriindung

Der Y. enterocolitica Stamm W22703 einschlie8lich des Virulenzplasmides pYV gilt als
gering pathogener Stamm, der beim Menschen einen selbstlimitierenden Durchfall auslésen
kann. Entscheidend fir die Virulenz der Bakterien im Organismus ist die Expression der
Gene des Virulenzplasmides. Fehlt das Plasmid, sind die Bakterien nicht
kolonisierungsfahig, wie in vivo-Studien im Mausmodell belegen. Die chromosomal kodierten
Virulenzfaktoren sind fiir eine Persistenz der Bakterien im Darm nicht ausreichend, so dass
eine Kolonisierung durch den Stamm Y. enterocolitica W22703 pYV™ nicht moglich ist.
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