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Stellungnahme der ZKBS
zur Einstufung von Salmonella Typhimurium LT2-Stammen und von Salmonella
Typhimurium-Stammen mit stabilen Mutationen in den Genen aroA, galE oder cya und
crp als Empfangerorganismen bei gentechnischen Arbeite n

I. EinfUhrung:

S. enterica subsp. enterica Serovar Typhimurium ist ein zur Familie der Enterobacteriaceae
zéhlender Organismus, der als Wildtyp fir den Menschen und verschiedene Tiere obligat
pathogen ist und gemafy 8 5 Abs. 2 und 6 i. V. m. Anhang | Teil B GenTSV der Risikogrup-
pe 2 zugeordnet wird.

Fiar gentechnische Arbeiten werden vielfach Stamme (z. B. Mutanten) von S. Typhimurium
verwendet, die Uber eine stark abgeschwachte Virulenz verfiigen. Es stellt sich daher die
Frage, ob auch diese Stamme der Risikogruppe 2 zuzuordnen sind.

Wildtypstamme von S. Typhimurium verursachen, nach Aufnahme von wenigstens 105-106
Bakterien mit der Nahrung, beim gesunden erwachsenen Menschen eine Gastroenteritis.
Dabei dringen die Bakterien in die Epithelzellen des unteren Diunndarmes ein, werden zum
darunterliegenden Bindegewebe (Lamina propria) transportiert und vermehren sich, zum Teil
im Inneren von Makrophagen. Infolge der entziindlichen Reaktion unter Beteiligung des bak-
teriellen Endotoxins und Enterotoxins kommt es zu Stérungen des Flissigkeits- und Elektro-
lyttransportes und zu Durchfallen, Erbrechen und Fieber. Das Krankheitsbild halt wenige
Tage an. Die Salmonellen sind haufig im Stuhl noch 4-6 Wochen nach Krankheitsbeginn
nachweisbar. Dauerausscheider kommen hingegen selten vor.

Das Pathogenitatsprinzip von S. Typhimurium besteht aus einer Reihe von Faktoren, die z.T.
in ihrer Bedeutung noch nicht vollstdndig aufgeklart sind. Hierzu gehdren u. a. das Lipopoly-
saccharid (LPS) der Zellwand mit dem O-Antigen und dem als Endotoxin wirkenden Lipoid
A, ein Enterotoxin mit ADP-Ribosyltransferaseaktivitéat (Chopra et al., 1987), ein Cytolysin mit
hemmender Wirkung auf die Proteinsynthese (Koo et al., 1984) und eine Reihe plasmidko-
dierter Faktoren, die vermutlich an der Serumresistenz beteiligt sind (Hackett et al., 1987,
Vandenbosch et al., 1987). Daruber hinaus verfigt S. Typhimurium tber Faktoren, die die
invasiven Eigenschaften vermitteln. Das Ausschalten einzelner Faktoren des Pathogeni-
tatsprinzips, wie z. B. das des vollstdndigen O-Antigens der Zellwand, fuhrt in der Regel zu
einer starken Verminderung oder sogar zum vollstdndigen Verlust der Virulenz der Bakterien
(Groisman et al., 1990; Jimenez-Lucho & Leive, 1990).

1. S. Typhimurium LT2-Stdmme

Die bei gentechnischen Arbeiten eingesetzten Stamme von S. Typhimurium gehdren meis-
tens dem Lysotyp LT2 an. In der wissenschaftlichen Literatur werden S. Typhimurium LT2-
Wildtypstamme mitunter als schwach pathogen bezeichnet (Hoiseth & Stocker, 1981). Die
im Laborbereich eingesetzten S. Typhimurium LT2-Laborstamme werden teilweise wie E.
coli K12 seit vielen Jahren auch fir gentechnische Arbeiten eingesetzt, ohne dal3 es, bei
Einhaltung "guter mikrobiologischer Praxis", zu einer Infektion des Personals gekommen ist
(Sanderson & Stocker, 1987). In den USA unterliegen S. Typhimurium LT2-Stamme fur gen-



technische Arbeiten nicht den Richtlinien des NIH und kdnnen wie E. coli K12 unter den La-
borsicherheitsmaRnahmen der niedrigsten Stufe gehandhabt werden. Allgemeingiltige si-
cherheitsrelevante Marker scheint es fir Stamme des Lysotyps LT2 allerdings nicht zu ge-
ben. So ist im klinischen Bereich der Lysotyp LT2 bei epidemiologischen Untersuchungen
haufig anzutreffen und hinsichtlich seines Gefahrdungspotentiales nicht anders zu beurteilen
als die Ubrigen Lysotypen von S. Typhimurium (Kihn & Tschape, Robert Koch-Institut, pers.
Mittg.).

2. S. Typhimurium Mutanten

Von S. Typhimurium-Stdmmen wurden in den letzten Jahren eine Reihe stabiler Mutanten
(Revertantenhaufigkeit <10 pro Bakterium und Generation) erzeugt, mit dem Ziel der Ent-
wicklung von avirulenten Lebendimpfstammen (Cardenas & Clements, 1992). Die in die Sal-
monellen eingefiihrten Mutationen fuhrten u. a. zu Auxotrophien fir bestimmte Aminosauren
und Purine (Fields et al., 1986) oder zu Stérungen im bakteriellen Stoffwechsel, z. B. bei der
Transkription von Genen (Curtiss et al., 1989). Die Auswirkung der Mutationen auf die Viru-
lenz wurde Uberwiegend an Mausen getestet, bei denen S. Typhimurium ahnliche Krank-
heitssymptome hervorruft wie der Erreger des Typhus abdominalis, Salmonella Typhi, beim
Menschen. Wahrend bei S. Typhimurium-Wildtypstdmmen bereits eine intraperitoneale Ver-
abreichung von etwa 10 Bakterien zum Tod der Mause fihren kann, steigt die LDy, flr die
attenuierten Mutanten, je nach Art der Applikation, auf 10° bis iber 10° Bakterien, so daR
diese Stamme als schwach virulent anzusehen sind.

a) S. Typhimurium Mutanten mit defektem  aroA Gen

Mutanten, die einen Defekt im Gen aroA aufweisen, sind nicht mehr in der Lage, das Enzym
3-Enolpyruvylshikimat-5-phosphat-Synthetase zu synthetisieren, das die Umsetzung von
Shikimat-3-phosphat und Phosphoenolpyruvat in 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat kataly-
siert. Durch eine Inaktivierung dieses Gens wird der Syntheseweg flr einige aromatische
Verbindungen, u.a. fir die aromatischen Aminosauren und die Metabolite p-Aminobenzoat
und 2,3-Dihydroxybenzoat, die Vorstufen des Vitamins Folsaure bzw. des Enterochelins (Ei-
sen-bindendes Siderophor) darstellen, blockiert (Hoiseth & Stocker, 1981). Da die letztge-
nannten Metabolite im Gewebe von Saugetieren nicht vorkommen, kénnen sich die Mutan-
ten dort schlecht vermehren und sind somit in ihrer Virulenz abgeschwacht (Dougan et al.,
1988).

b) S. Typhimurium Mutanten mit defektem  galE Gen

Das Gen galE kodiert fur das Enzym Galactose-Epimerase, das die Umsetzung von UDP-
Glucose in UDP-Galactose bei der Synthese der bakteriellen Zellwand katalysiert. Durch
eine Inaktivierung dieses Gens kommt es zu einer Stérung in der Synthese des Lipopolysac-
charids (LPS). Die Mutanten verfligen daraufhin nicht mehr tber ein vollstdndiges O-Antigen
mit entsprechend glattem (smooth-Form) LPS und sind in ihrer Virulenz abgeschwacht, da
sie vom Immunsystem (Complement, Makrophagen) eliminiert werden (Hone et al., 1987;
Jimenez-Lucho & Leive, 1990).

C) S. Typhimurium Mutanten mit defekten  cya und crp Genen

Mutanten mit einem Defekt in den Genen cya und crp kénnen nicht mehr die Adenylatcycla-
se (cya) bzw. das cAMP-Rezeptorprotein (crp) synthetisieren (Curtiss & Kelly, 1987). Die
Adenylatcyclase katalysiert in den Zellen die Umwandlung von ATP in cAMP. Das cAMP
kann an das cAMP-Rezeptorprotein gebunden werden und mit diesem einen Komplex bil-
den, der die Transkription einer Vielzahl von Genen aktivieren kann (Pastan & Adhya, 1976).
Hier-von betroffen sind insbesondere Gene, die fur den Transport und den Abbau von Koh-



lenhydraten und Aminosauren bendtigt werden. Durch die eingefihrten Mutationen sind die
Bakterien u. a. nicht mehr in der Lage, eine Reihe von Kohlenhydraten zu verwerten und
haben eine etwa doppelt so lange Generationszeit wie Wildtypstamme von S. Typhimurium.
Untersuchungen mit Revertanten, die die Fahigkeit zur Verwertung bestimmter Kohlenhydra-
te wiedererlangt haben, haben ergeben, dal} auch die Revertanten attenuiert waren. Hieraus
ist zu schlie3en, dald die Attenuierung der erzeugten Mutanten auch auf andere noch nicht
identifizierte Faktoren zurlckzufiihren ist.

[I.  Empfehlung der ZKBS zur Einstufung von  Salmonella Typhimurium LT2-Stammen
und von Salmonella Typhimurium -Stammen mit stabilen Mutationen in den Genen
aroA, galE oder cya und crp als Empfangerorganismen bei gentechnischen Arbei-
ten:

Salmonella Typhimurium LT2-Stamme sind grundsatzlich der Risikogruppe 2 zuzuordnen.
Eine Herabstufung in die Risikogruppe 1 gemall 8§ 5 Abs. 2 i. V. m. Anhang | Teil B
GenTSV kann nur nach einer Einzelfallbetrachtung vorgenommen werden, wenn sicherge-
stellt ist, dal3 die verwendeten Organismen nicht pathogen sind.

Salmonella Typhimurium-Stamme, die stabile Mutationen in den Genen aroA, galE oder cya
und crp tragen, sind gemafl3 8 5 Abs. 2i. V. m. Anhang | Teil B GenTSV der Risikogruppe 1
zuzuordnen, wenn sie bei gentechnischen Arbeiten als Empfangerorganismen eingesetzt
wer-den. Es ist jedoch zu bertcksichtigen, dal3 die Mutanten durch Klonierung von Fremd-
DNA, insbesondere der Gene aroA, galE oder cya und crp, die auch in einem Gemisch von
DNA-Se-quenzen (z. B. Genbanken) vorliegen kénnen, zum Wildtyp komplementiert werden
kénnen. Eine Hoherstufung der GVOs in die Risikogruppe 2 ist dann im Einzelfall notwen-
dig. Gentechnische Arbeiten, bei denen bakterielle Nukleinsauresequenzen in die Mutanten
einge-fihrt werden, die die Uberlebensfahigkeit der Bakterien erhéhen kénnen oder die fur
Virulenz-faktoren anderer pathogener Bakterien kodieren, sind zur Einstufung der ZKBS
vorzulegen.
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