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Begriundungspapier zur Einstufung des Stammes
Mycobacterium bovis BCG Pasteur 1173P2
in Risikogruppe 2 nach BioStoffV

Stand Dezember 2013
Die Gattung Mycobacterium

Die Gattung Mycobacterium wurde bereits 1896 von Lehmann und Neumann giiltig
beschrieben, umfasst heute mehr als 130 Arten (Spezies) und ist das einzige Genus der 1897
von Chester vorgeschlagenen Familie Mycobacteriaceae.

Der natiirliche Standort der meisten Mitglieder dieser Gattung ist die freie Natur, wo sie vor
allem im Erdboden und im Oberflachenwasser angetroffen werden (Magee & Ward, 2012).
Einige Arten leben allerdings ausschliel3lich als obligate Parasiten im geschadigten
Korpergewebe des Menschen und verschiedener tierischer Wirtsorganismen. Am bekanntesten
als gefahrliche menschliche Krankheitserreger sind Mycobacterium leprae, der Erreger des
seit dem Altertum geflirchteten Aussatzes, und Mycobacterium tuberculosis, der immer noch
weltweit verbreitete, menschliche Tuberkuloseerreger. Ebenso bekannt in der Humanmedizin
ist aber auch Mycobacterium bovis, der Erreger der Rindertuberkulose (Karlson & Lessel,
1970), der als typischer Zoonoseerreger leicht vom Rind auf den Menschen Ubertragen
werden kann. Es gibt auflerdem eine nennenswerte Zahl weiterer Mycobacterium-Arten,
die Mensch und Tier ebenfalls befallen kdnnen. Dazu gehdren nicht nur die phylogenetisch
aullerst nahe mit M. bovis und M. tuberculosis (Lehmann & Neumann, 1896) verwandten,
obligat pathogenen Spezies Mycobacterium africanum (in Afrika vorkommende Variante von
M. tuberculosis) (Castets et al., 1969), Mycobacterium caprae (Erreger der Tuberkulose
von Ziegen und einer Reihe anderer Tierarten) (Aranaz et al., 2003), Mycobacterium
microti (Erreger der Wuihlmaus/Wildnagertuberkulose) (Reed, 1957) und Mycobacterium
pinnipedii (Erreger der Robbentuberkulose) (Cousins et al., 2003), sondern auch eine groflere
Zahl weiterer Mykobakterien, die Uberwiegend als opportunistische Krankheitserreger zu
gelten haben (Magee & Ward, 2012). Die oben genannten Tuberkuloseerreger werden auch
unter dem Begriff ,,Mycobacterium-tuberculosis-Komplex“ zusammengefasst. Sie
unterscheiden sich zwar in einigen wenigen phanotypischen Merkmalen und ihren bevorzugten
Wirtsspezies voneinander, besitzen aber identische 16S rRNA-Gen- und I1S-Sequenzen. lhre
DNA-DNA-Homologie liegt bei 99,9-100%, so dass man sie auch als Standort- und/oder
Pathovarietaten derselben Spezies auffassen kann (Magee & Ward, 2012).

Mykobakterien besitzen einige auffédllige Eigenschaften: Sie sind zwar prinzipiell
grampositive, stabchenférmige Bakterien; wie der Namensbestandteil ,Myko-, (griechisch:
mykes = Pilz) zum Ausdruck bringt, konnen sie aber gelegentlich verzweigte Wuchsformen und
sogar myzelartige Strukturen sowie ledrige Oberflachenhautchen in flissigen Kulturen ahnlich
den ,echten Pilzen ausbilden, ohne dabei aber eine biologische Verwandtschaft zu diesen
Mikroorganismen zu besitzen. Aulierdem sind sie ungewdhnlich reich an wachsartigen Lipiden,
besonders auf und in der Zellwand, deren charakteristischer Bestandteil die sogenannten
Mykolsauren sind. Dies sind a-verzweigte, B-hydroxylierte Fettsduren, die auch bei einigen
anderen Bakteriengattungen vorkommen, aber bei Mykobakterien besonders langkettige,
verzweigte Moleklle aus 60 bis 90 C-Atomen bilden. Die Wachsschicht macht die
Mykobakterienzellen ausgesprochen hydrophob, was nicht nur ihre Anfarbung mit
wasserloslichen Farben behindert, sondern auch eine erhebliche Resistenz gegen verschiedene
Umwelteinflisse (z.B. kationische Detergenzien, manche Desinfektionsmittel, Austrocknung)
bedingt und offenbar auch wenigstens teilweise fir das sehr langsame Wachstum einiger
Arten verantwortlich ist.
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Die prinzipiell schlechte Anfarbbarkeit macht man sich flr eine praktisch sehr hilfreiche
Spezialfarbung, die ZIEHL-NEELSEN-Farbung, nutzbar: Durch Erhitzen der Farbeldsung
erhoht sich die Fluiditat der Wachsschicht und Iasst den Farbstoff (klassisch: Fuchsin) gut in die
Zellen eindringen. Nach Erkalten durch Abspllen schlieRen die erstarrten Wachse dann die
Farbe fest ein, so dass sie sich nicht leicht wieder herausldsen lasst. Selbst mit verdinnter
Saure (1%ige Schwefelsdure) oder Salzdure-Alkohol kann sie in kurzer Zeit nicht
ausgewaschen werden, was bei fast allen anderen Bakterien leicht gelingt, so dass sich mit
dieser Farbung Mykobakterien einfach an ihrer Rotfarbung erkennen lassen, besonders wenn
vorhandene weitere Bakterien und zelluldre oder amorphe, andere organische Strukturen
mittels einer kontrastierenden, sogenannten Gegenfarbung (z.B. mit Methylenblau) sichtbar
gemacht werden. Da sich die Mykobakterien durch Saure- oder Saure-Alkohol-Behandlung
nicht oder nur schwer entfarben lassen, nennt man sie saurefest bzw. saurealkoholfest; dieser
Eigenschaft kommt, da sie leicht nachzuweisen ist, grof3e diagnostische Bedeutung zu.

Anhand der Vermehrungsgeschwindigkeit lassen sich langsam (sichtbare Koloniebildung erst
nach sieben oder mehr Bebritungstagen) und schnell wachsende (sichtbare Koloniebildung
nach weniger als sieben Bebrutungstagen) Mykobakterien unterscheiden. Die meisten
typischen menschlichen Krankheitserreger einschliefllich Mycobacterium bovis gehéren zur
Gruppe der langsam wachsenden Mykobakterien (Magee & Ward, 2012).

Der Mycobacterium-bovis-Wildtyp

Die formale Erstbeschreibung der Spezies Mycobacterium bovis erfolgte erst 1970 durch
Karlson und Lessel, obwohl Th. Smith bereits 1896 und 1898 dargelegt hatte, dass sich die
Erreger der menschlichen und bovinen Tuberkulose deutlich voneinander unterscheiden.
Unter ,Vorwegnahme® der heute bekannten, duf3erst engen genetischen Verwandtschaft mit M.
tuberculosis pragten Lehmann und Neumann 1907 den Begriff ,Mycobacterium tuberculosis
Typus bovinus“ und Bergey et al. 1934 (zitiert nach Euzéby, 2012) die Bezeichnung
-Mycobacterium tuberculosis var. bovis". Die erst Anfang dieses Jahrhunderts
vorgeschlagene Reklassifizierung als ,Mycobacterium bovis subsp. bovis® (Niemann et al.,
2002) wurde wieder hinfallig, nachdem die zweite Subspezies dieser Art, ,Mycobacterium
bovis subsp. caprae“, zu einer eigenstandigen Spezies erhoben worden war (Aranaz et al.,
2003).

Das vorliegende Dossier fur Mycobacterium bovis enthalt alle wichtigen Daten zur
umfassenden Charakterisierung dieser Bakterienart; die Daten machen darlber hinaus
deutlich, warum der Wildtyp dieser Spezies wie M. tuberculosis in Risikogruppe 3 eingestuft
wurde. Auf viele der bakteriologischen Details des Dossiers kann hier Bezug genommen
werden, ohne sie im Einzelnen wiederholen zu missen.

Im Zusammenhang dieses Dossiers ist es aber sinnvoll, wichtige Informationen zur
Pathogenitat von Mycobacterium bovis erneut aufzugreifen, weil daran zu bemessen ist,
ob und inwieweit sich die BCG-Impfstamme von Mycobacterium bovis vom Wildtyp der
Spezies unterscheidet und ob ggf. gefundene Unterschiede ausreichen, um die BCG-Stamme
in eine andere als die Risikogruppe 3 einzustufen.

Mycobacterium bovis ist obligat pathogen fir Rinder und eine Vielzahl weiterer Wirbeltiere,
insbesondere Saugetiere (Haus-, Zoo- und Wildtierarten) sowie fur den Menschen und ruft
bei diesen Tuberkulose hervor. Die Spezies ist im Allgemeinen fir Tiere virulenter als M.
tuberculosis, aber weniger virulent fir den Menschen. Besonders empfanglich fir eine
experimentelle M.-bovis-Infektion sind Kalber, Kaninchen und Meerschweinchen, die rasch und
schwer erkranken. Geringer ausgepragte Pathogenitat besteht fir Hamster und Mause und
sehr geringe fir Katzen, Hunde, Pferde und Ratten. Geflliigel wird Ublicherweise nicht
befallen, aber wohl Papageien und wahrscheinlich Raubvbgel (Magee & Ward, 2012;
Sattelmair, 2005).
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M. bovis ist primar der Erreger der Rindertuberkulose, die wegen der grauen, perlenartigen
Knétchen auf serésen Hauten wie dem Lungenfell (Pleura) auch Perlsucht genannt wird (Mdiller,
1950). Beim Menschen aulerst sich eine Infektion mit M. bovis am haufigsten als
Lymphknotentuberkulose im Hals- (,Halsdrisentuberkulose“) oder Abdominalbereich
(,Darmdrisen- oder Mesenteriallymphknotentuberkulose®), seltener als Lungen- oder
Nierentuberkulose. Hauttuberkulose durch M. bovis ist als Berufskrankheit von Metzgern und
Tierarzten bekannt, kommt aber heute in Mitteleuropa praktisch nicht mehr vor (Miller, 1950;
Sattelmair, 2005).

Wie bei menschlichen Infektionen mit M. tuberculosis lassen sich bei der Erkrankung des mit
M. bovis infizierten Rindes mehrere Stadien unterscheiden:

Im ersten Stadium entwickelt sich eine Entzlindung an der Eintrittspforte (auch beim Rind
meist die Lunge) und in den regionaren Lymphknoten (Primarkomplex). Diese kann
unbemerkt vollig ausheilen oder wie bei der menschlichen Tuberkulose in eine lang dauernde
Latenz (ibergehen. Die Tuberkulinreaktion wird dabei wie beim Menschen positiv.

Das zweite (subprimére) Stadium, das bei unzureichender Abwehr des befallenen Rindes
auftritt, ist durch Erregeraussaat (Bakteriamie) und Streuung in innere Organe
gekennzeichnet (Frihgeneralisation). Dabei entwickeln sich entweder vereinzelt oder sehr
zahlreich (Miliartuberkulose) typische Tuberkuloseknétchen (Perlsucht). Auch in diesem
Stadium ist klinische Abheilung moglich!

Das dritte Stadium (Postprimartuberkulose) entsteht durch endogene Reaktivierung oder
Superinfektion und fihrt durch Ausbreitung entlang vorgebildeter Kanalwege (z.B. Bronchien,
Milchausfihrungsgdnge im Euter) zur isolierten chronischen Organtuberkulose (z.B.
Lungentuberkulose, Geschlechtstuberkulose, Eutertuberkulose). Eine Beteiligung der
regionaren Lymphknoten fehlt.

Das vierte Stadium wird auch Niederbruchsphase genannt und fihrt wegen schlechter
Immunlage zum Ubergreifen (lympho-, hdmatogen) auf viele Organe (Spatgeneralisation —
Miliartuberkulose, Pneumonia caseosa, Mastitis caseosa) und endet haufig todlich (Kopke et
al., 2012; Sattelmair, 2005).

Die aerogene Erregerubertragung durch Einatmen von ,Tropfchenkernen® (< 5um im
Durchmesser), welche das erkrankte Rind aushustet, oder von infektidsem Stallstaub ist auch
beim Rind der epidemiologisch wichtigste Ubertragungsweg (Sattelmair, 2005). Dabei kommt
dem Erreger seine ausgepragte Trocknungsresistenz zugute. Das Rind kann den Erreger aber
auch durch Verschlucken, nicht nur von erregerhaltiger Milch, sondern ebenso von
kontaminiertem Futter oder Wasser, aufnehmen (Sattelmair, 2005).

Fir den Menschen ist Milch (Rohmilch und Rohmilchprodukte) von Kihen mit Eull
tertuberkulose die wichtigste Infektionsquelle; der vorherrschende Infektionsweg ist also
peroral-alimentar mit dem Mund als Eintrittspforte. Eine aerogene Erregeribertragung kam
frGher in erster Linie bei Landwirten und deren Angehdrigen sowie in Schlachtbetrieben vor
(Bange et al., 2012; Bottger, 2001; Sattelmair, 2005). AuRer Uber Milch kann das tuberkulése
Rind die Erreger namlich auch Uber Kot, Urin und Genitalsekrete ausscheiden, was zu
hohen Erregerkonzentrationen in Aerosolen in der Umgebung kranker Tiere fuhren kann
(Sattelmair, 2005). Ausnahmsweise kann M. bovis auch Uber die Haut durch Inokulation
Ubertragen werden, wenn es zu Verletzungen mit einem scharfen oder spitzen, kontaminierten
Gegenstand (z.B. bei der Schlachtung oder der tierarztlichen Untersuchung) gekommen ist
(Diel et al., 2011).

M. bovis ist ein typischer Zoonoseerreger, der vom Tier auf den Menschen und umgekehrt
Ubertragen werden kann: Hauptwirt ist das Rind; viele andere Haus-, Nutz- und Wildtiere
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kdnnen aber ebenfalls erkranken und zur Infektionsquelle werden. Nach der weitgehenden
Tilgung der primaren Rindertuberkulose wurden erst in den letzten Jahrzehnten wild lebende
Tiere als relevante Infektionsquellen fir erneut aufgetretene, enzootische
Rindertuberkulosefalle identifiziert: In Nordamerika waren das z.B. Hirsche, in GroRbritannien
und Irland Dachse, in Kontinentaleuropa Wildschweine, in Neuseeland Opossums und in
Sudafrika Buffel (Abernethy et al., 2013; Fitzgerald & Kaneene, 2012; Ramsey & Cowan,
2003; Sattelmair, 2005). Darlber hinaus blieb in manchen Entwicklungslandern wie
Athiopien die Durchseuchung der dortigen Zebu-Rinderherden in Milcherzeugungsbetrieben
mit einer Pravalenz von 50% aulerordentlich hoch (Firdessa et al., 2012). Eine — wenn
auch heute in Mitteleuropa seltene — Infektionsquelle flir das Rind stellen schlief3lich Menschen
mit reaktivierter, offener boviner Tuberkulose dar (Sattelmair, 2005).

In Deutschland war die Bedeutung der Rindertuberkulose bis Mitte des 20. Jahrhunderts mit
bis zu 60% infizierter Rinderbestande fir die menschliche Gesundheit erheblich. Es wurden
deshalb grofe Anstrengungen unternommen, die Krankheit zunachst einzudammen und dann
zu tilgen, und gleichzeitig durch konsequente Pasteurisierung der in den Handel kommenden
Milch die Ansteckungsgefahr fur den Menschen, insbesondere fir Kleinkinder, zu minimieren.
Die ehemalige BRD galt seit 1962 als rindertuberkulosefrei, die ehemalige DDR erst seit 1970;
Gesamtdeutschland ist seit 1997 durch die Europaische Union amtlich als rindertuberkulosefrei
anerkannt (= bei mindestens 99,9% der Rinderbestande einer Region oder eines Landes durfen
im Rahmen jahrlicher Untersuchungen seit 210 Jahren Tuberkulosen durch M. bovis und M.
caprae nicht mehr nachweisbar sein) (Moser, 2012). Unter den 167.954 deutschen
Rinderhaltungsbetrieben wurden im Jahr 2011 aber immerhin finf Betriebe identifiziert, bei
denen Rindertuberkulose aufgetreten war. In den Jahren 2008/9 und 2012/3 kam es sogar
zu gréReren Ausbriichen, ohne dass dadurch aber der Status ,rindertuberkulosefrei“ verloren
ging (Kopke et al., 2012; Moser, 2012; Bericht Arzte-Zeitung online, 2009; Bericht Augsburger
Allgemeine Zeitung, 2012).

In der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts waren menschliche Infektionen mit M. bovis
haufig und machten mehr als 10% aller menschlichen Tuberkulosefalle aus, die damals
insgesamt eine hohe Pravalenz aufwiesen. In den letzten Jahren lag der Anteil boviner
Tuberkulosen bei starkem allgemeinem Riickgang der Erkrankung nur noch bei etwa 2%, und
dabei dirfte es sich im Wesentlichen um Reaktivierungen oder importierte Infektionen
gehandelt haben (Moser, 2012). Ahnliche Verhéltnisse gelten prinzipiell fur die U.S.A.
(durchschnittlicher Anteil der M.-bovis-Infektionen beim Menschen 1,5%) und andere Lander
mit vergleichbarem Lebensstandard. Eine auffallig hohe und zwischen 1994 und 2005 sogar
ansteigende Inzidenz von bovinen menschlichen Tuberkulosen wurde allerdings in San Diego,
Kalifornien, und Umgebung mit 0,65/100.000 Einwohner 1994 und 0,93/100.000 Einwohner
2005 beobachtet, was fast ausschlieRBlich (>90%) auf Einwohner mit spanisch-sprachiger
Herkunft und in erheblichem Umfang (25%) auf deren Kinder zurtickging (LoBue et al., 2003;
Rodwell et al., 2008). Dieser bemerkenswerte Endemieherd konnte einerseits auf die
weiterhin erhebliche Verbreitung der Rindertuberkulose im angrenzenden Mexiko (Tijuana)
und andererseits auf die Vorliebe der aus Mexiko stammenden, amerikanischen Bevolkerung
fir mexikanische, nicht-pasteurisierte Milch und mexikanischen Rohmilchkase zuriickgefiihrt
werden (Rodwell et al., 2008). Wegen der Seltenheit ansteckungsféhiger boviner
Tuberkulosen des Menschen in Mitteleuropa spielt heute die ,Rickinfektion“ tuberkulosefreier
Rinderbestéande durch den infizierten Menschen, die zum Wesen einer Zoonose gehorte und
in den 70er Jahren des vergangenen Jahrhunderts 20-50% ausgemacht haben soll (Sattelmair,
2005), keine Rolle mehr.

Aktuelle Angaben zur Mortalitéat und Letalitat von menschlichen M.-bovis-Infektionen sind
wegen der heutigen Seltenheit der entsprechenden Erkrankung in Deutschland nicht
verfligbar. In einer Studie Uber M.-bovis-Infektionen aus dem Raum San Diego, Kalifornien
(Rodwell et al., 2008), lag die Gesamtletalitat aller Tuberkuloseerkrankungen vor oder wahrend
der Behandlung bei 9,8%. Dabei war die Wahrscheinlichkeit, vor Abschluss der Therapie zu

Ausschuss fiir Biologische Arbeitsstoffe — ABAS — www.baua.de/abas


www.baua.de/abas

Beschluss 15/2013 des ABAS vom 03.12.2013 Seite 5

sterben, bei den M.-bovis-Patienten 2,55 mal hoher als bei den M.-tuberculosis-Patienten
(LoBue et al., 2005; Rodwell et al., 2008).

Mortalitdt und Letalitdt tierischer Tuberkuloseerkrankungen sind schwer einzuschatzen:
Tuberkulése Rinder werden seit vielen Jahren unmittelbar nach Feststellung der Infektion
ausgemerzt, bevor der natlrliche Tod oder gar die Heilung eintritt. Eine Studie an wild
lebenden Opossums in Neuseeland (Ramsey & Cowan, 2003) Uber 2,5 Jahre ergab, dass
die mittlere Uberlebenszeit von Opossums mit klinischer Tuberkulose 4,7 Monate betrug. Die
zusatzliche Mortalitat durch klinische Tuberkulose wurde auf 1,08-2,38 pro Jahr geschatzt.

Der G+C-Gehalt des M.-bovis-Genoms betragt 65,63 mol% (Euzéby, 2012; Magee & Ward,
2012). Die EMBL Sequence Accession no. fiir die Sequenz des vollstandigen Genoms des M.-
bovis-Stammes AF2122/97 (= voll virulentes Isolat von einer Kuh mit verkdsender
Lungentuberkulose) ist BX248333 (Garnier et al., 2003). Die Sequence Accession no. fir
das 16S rRNA-Gen lautet: AB292583 bzw. AF547903 (Typstamm ATCC 19210) (Euzéby,
2012; Magee & Ward, 2012). M. bovis besitzt ein 4,3 Mb grol3es, zirkulares Chromosom
(4.345.492 bp) mit 3.952 Proteine kodierenden Genen einschlieldlich eines Prophagen
und 42 IS-Elementen (Stamm AF2122/97) (Garnier et al., 2003); auf der Nukleotid-Ebene
besteht >99,95% ldentitat mit M. tuberculosis (Chromosom 4,4 Mb grof3 — 4.419.977 bp — mit
einem G+C-Gehalt von 65,61 mol%). Das Genom von M. bovis ist damit — als Folge von 11
Deletionen (GroRRe ~1 bis 12,7 kb) — etwas kleiner als das von M. tuberculosis H37Rv (Garnier
et al., 2003; Zheng et al., 2008). Nur ein Genlocus (TbD1), der bei M. bovis vorhanden ist, fehlt
bei den meisten M.-tuberculosis-Stammen (Garnier et al., 2003).

Die von M. bovis und von M. tuberculosis hervorgerufenen Infektionskrankheiten unterscheiden
sich in ihrem klinischen Bild und ihrem Verlauf nicht wesentlich voneinander, was im Hinblick
auf die enge genetische Verwandtschaft der beiden Erreger auch nicht verwundern kann. Erst
die vollstandige Sequenzierung beider Genome (Cole et al., 1998; Garnier et al., 2003;
Zheng et al., 2008) erbrachte eindeutigere Hinweise auf die genetische Basis der trotzdem
vorhandenen Unterschiede im Wirtsspektrum, in der Virulenz und in einigen wenigen
physiologischen Eigenschaften zwischen diesen beiden Mitgliedern des M.-tuberculosis-
Komplexes.

In diesem Komplex besitzt M. bovis das kleinste Genom, aber das breiteste Wirtsspektrum,
was eine ,Feinanpassung“ an bestimmte Wirtsstandorte wiederspiegeln kénnte (Brosch et
al., 2001). Dabei fuhrten jedoch offenbar keine zusatzlichen neuen M.-bovis-spezifischen
Virulenzgene zu einer Wirtsadaptation, sondern vielmehr ein durch zahlreiche
Deletionsereignisse bedingter Genverlust und eine durch Sequenzvariation geanderte
Genexpression (Brosch et al., 2001, 2002; Garnier et al., 2003). Aufgrund dieser Deletionen
besitzt M. bovis eine um ca. 1 bis 12,7 kb geringere Gesamt-Genomgrol3e; auf Nukleotidebene
besteht jedoch eine >99,5%ige Homologie mit dem Genom von M. tuberculosis (Garnier et al.,
2003).

DNA-Hybridisierungsexperimente (DNA microarrays) ergaben zunachst 14 variable DNA-
Regionen (Region-of-Difference(RD)-Regionen), an welchen deletionsbedingter DNA-
Verlust bei M. bovis BCG (Impfstdmme ,Pasteur® und ,Japan“) im Vergleich zu
M. tuberculosis H37Rv zu verzeichnen war (Behr et al., 1999; Brosch et al., 2002; Gordon et
al., 1999). Interessanterweise fehlen viele dieser RD-Regionen (namlich RD 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 12 und 13) auch in ,klassischen® M.-bovis-Isolaten von Rindern aus Argentinien,
Holland, England und Spanien sowie vom Menschen aus Spanien (multiresistenter M.-
bovis-Stamm); den attenuierten M.-bovis-BCG-Stammen fehlen darlber hinaus nicht nur die
RD 1, 2 und 14 (Brosch et al., 2002), sondern weitere RD, die bei M.-bovis-Wildtypstammen
vorhanden sind (Behr et al. 1999)! Inzwischen wurden insgesamt sogar 42 RD-Regionen
identifiziert (Brosch et al., 2007), die ~170 Gene betreffen, von denen der Stamm BCG Pasteur
1173P2 133 Gene verloren hat.
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M. bovis bildet wie M. tuberculosis keine Exotoxine und seine Pathogenitat beruht wie die
von M. tuberculosis auf dem Zusammenspiel zahlreicher, verschiedener Virulenzfaktoren.
Eine zentrale Rolle spielen hierbei Zellwandkomponenten, zahlreiche Enzyme und
sekretorische Proteine, deren Funktion ausfihrlich im M.-tuberculosis-Dossier beschrieben
wurde. Ein solcher Komplex aus Proteinen bzw. Enzymen, der flr die Pathogenitat von
M. bovis und M. tuberculosis essentiell ist, wird in einer der oben genannten RD-Regionen,
der RD 1-Region, kodiert. Dieses neun Gene umfassende Sekretionssystem (ESX-1 Locus)
beinhaltet die beiden Hauptvirulenzfaktoren ESAT-6 und CFP-10 (Guo et al. 2012). Die
letzteren beiden Proteine sind hauptsachlich bei der Translokation der Mykobakterien vom
Phagosom ins Zytosol und der anschlieRenden intrazellularen Ausbreitung beteiligt. Eine
Deletion dieser Region findet sich bei allen attenuierten M.-bovis-BCG-Stammen (Lewis et al.,
2003; Mahairas et al., 1996; Romagnoli et al., 2012; Saviola & Bishai, 2006; Stoop et al.,
2011).

Es ist bemerkenswert, dass auch im M.-bovis-Wildtyp-Genom einige Deletionen und
damit einhergehende Sequenzvariationen innerhalb der ESAT-6-Protein-Genfamilie entdeckt
wurden (Garnier et al., 2003). So fuhrt ein Genverlust in einer der Enhancer-Strukturen im
ESX-1-Operon zu einer geringeren Transkriptionsrate und damit niedrigeren Expression des
ESX-1-Sekretionssystems (Hunt et al., 2012).

Weitere Deletionen betreffen Sequenzbereiche der DNA, die wichtige Zellwandkomponenten,
Oberflachenproteine und Genexpression-regulierende Proteine kodieren. Hierbei sind Gene
betroffen, die fur die Synthese und den Transport von Polyketiden (pks-Gene) und komplexen
Lipiden verantwortlich sind (Garnier et al., 2003). Die letzteren Phthiocerol-Dimycocerosate
(PDIMs) und Glycosylphenol-PDIM (phenolische Glykolipide — PGL) sind Resultat eines
komplizierten Biosyntheseweges und zdhlen zu den Hauptvirulenzfaktoren von M. bovis
(Camacho et al., 1999; Cox et al., 1999; Garnier et al., 2003; Hotter & Collins, 2011; Hotter et
al., 2005).

Auch die bei M. tuberculosis als Virulenzfaktoren beschriebenen PE-PGRS- und PPE-
Proteine, die an der Zelladhasion und Immunmodulation beteiligt sind (Banu et al., 2002;
Brennan et al.,, 2001), zeigen in ihrer Gensequenz bei M. bovis eine ausgepragte
Sequenzvariation (Brosch et al., 2001; Cole et al., 1998; Garnier et al., 2003).

Wie bei M. tuberculosis fuhrt Resistenz gegen Isoniazid auch bei M. bovis zu einem Verlust der
Virulenz fir Meerschweinchen und Kaninchen sowie zu einem Verlust der Katalase-Aktivitat
(Magee & Ward, 2012).

Histologisch finden sich beim Rind wie beim Menschen zwei Reaktionsformen: die exsudative
und die produktive (proliferative) Reaktionsform.

Die exsudative Reaktionsform entsteht als Folge einer M.-bovis-Infektion bei Tieren und
Menschen, die vorher noch nicht mit dem Erreger in Kontakt gekommen waren oder als Folge
einer Spatgeneralisation in der Niederbruchsphase. Diese Reaktionsform ist gekennzeichnet
durch akute bis subakute Entzindungszeichen mit Exsudatbildung und Ansammlung
polymorphkerniger Leukozyten und aufert sich beim Rind typischerweise als azindse und lobar(]
verkasende Lungentuberkulose, die auch als galoppierende Tuberkulose oder
Niederbruchsform bezeichnet wird (Sattelmair, 2005).

Die produktive (granulomatdse) Reaktionsform entwickelt sich als Ausdruck der aktivierten
zellularen Immunabwehr bei Individuen, die bereits einen Primarkomplex hinter sich haben.
Die zugehorige Lasion ist der — als Namengeber der Krankheit fungierende — Tuberkel, der
Makrophagen charakteristischer Morphologie, sogenannte Epitheloidzellen, enthalt. Im
Zentrum des Tuberkels verschmelzen diese Epitheloidzellen zu  mehrkernigen
LANGERHANSschen Riesenzellen (Bottger, 2001; Sattelmair, 2005). Im nekrotischen
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Inneren der granulomatésen Herde entwickelt sich durch Zerfall der abgestorbenen Zellmasse
eine amorphe, kdsige Substanz, die verkdsende Nekrose. Verkdsende Lasionen in der Lunge
oder den regiondren Lymphknoten kdnnen unter Fibrosierung und Verkalkung
gegebenenfalls mit erheblicher Narbenbildung ausheilen, enthalten aber meist weiterhin
vermehrungsfahige Erreger, die Ausgangspunkt einer Reaktivierungstuberkulose werden
kénnen (Bange et al., 2012; Bottger, 2001; Sattelmair, 2005; Ziegler et al., 2012).

Wahrend die Erstinfektion des Rindes Uberwiegend aerogen die Lunge betrifft, infizieren sich
Menschen meist schon im Kindesalter vor allem peroral-alimentar durch Verzehr von
Rohmilch oder Rohmilchprodukten tuberkuldéser Kihe. Verlauf und Prognose der in der
Regel resultierenden Lymphknotentuberkulosen (Mesenterial-, seltener Hals- oder
Achsellymphknotentuberkulose) sind oft so gulnstig, dass sie zeitweilig als harmlos und
sogar nutzlich (Impfeffekt!) angesehen wurden (Mdaller, 1950). Die klinisch manifeste bovine
Tuberkulose des erwachsenen Menschen, die oft in Kombination mit einer HIV-Infektion
beobachtet wird, ist dagegen sogar deutlich schwieriger zu behandeln als eine analoge M.-
tuberculosis-Erkrankung und fiihrt auch in einem hoéheren Prozentsatz zum Tode der
betroffenen Patienten (LoBue & Moser, 2005).

Bei der alimentaren M.-bovis-Infektion der Lymphknoten von Kindern spielen pradisponierende
Faktoren (Risikofaktoren) im Vergleich zu M.-tuberculosis-Infektionen kaum eine Rolle. Sie
gewinnen aber an Bedeutung, wenn es um die Reaktivierung einer bovinen Tuberkulose geht
(Bang et al., 2012; Bottger, 2001).

Hinsichtlich der Details der tierischen und menschlichen Tuberkuloseerkrankungen durch M.
bovis, der durch sie verursachten pathologisch-anatomischen Veranderungen, ihrer Diagnose
und Therapie sei an die ausflhrliche Darstellung im Dossier fur Mycobacterium bovis
verwiesen.

Mycobacterium bovis BCG (Bacille Calmette-Guérin)

Mycobacterium bovis BCG (Bacille Calmette-Guérin) ist die Stammbezeichnung fiir einen
attenuierten Lebendimpfstoff gegen Tuberkulose. Er wurde von dem Mikrobiologen Albert
Calmette und dem Veterinarmediziner Camille Guérin zwischen 1908 und 1921 an den
Pasteur-Instituten in Lille und Paris durch ununterbrochen fortlaufende Subkulturpassagen von
M. bovis auf Kartoffelscheiben, die mit Glyzerin und Rindergalle getrankt waren, erhalten
(Calmette, 1927; Calmette & Guérin, 1908). Seit 1928 ist er vom Voélkerbund als Impfstoff
anerkannt (Liu et al., 2009).

Bis in die 1960er Jahre wurde der Impfstoff durch kontinuierliche Subkultivierung eigener BCG-
Tochterstamme in verschiedenen Laboratorien gewonnen, was zu einer zunehmenden
Heterogenitiat der BCG-Stamme (Brosch et al., 2007; Liu et al., 2009; Walker et al., 2010)
fihrte, die sich auch in ihrer unterschiedlichen Schutzwirkung auferte (Behr, 2002). Die
Sequenzen der vollstdndigen Genome verschiedener BCG-Stdmme zeigten inzwischen
aulRerdem, dass sich auf DNA-Ebene korrespondierende Unterschiede nachweisen lassen
(Brosch et al., 2007; Mahairas et al., 1996; Pan et al., 2011; Seki et al., 2009). Allein die
American Type Culture Collection (ATCC) listet in ihrem gegenwartig gultigen Katalog neun
verschiedene BCGStamme auf, was das Ausmall der mdglichen Heterogenitat unterstreicht,
ohne dabei aber alle weltweit vorhandenen BCG-Varianten zu reprasentieren.

Um eine weitere Diversifizierung der Impfstamme zu unterbinden, galt seit den 1960er
Jahren die Empfehlung, bei der Impfstoffherstellung nicht mehr als 12 Subkulturpassagen von
einer konservierten Ausgangspraparation vorzunehmen. Der Stamm M. bovis BCG Pasteur
1173P2, dessen Genom von Brosch et al. (2007) vollstandig sequenziert wurde, entspricht z.B.
einem Stamm, der nach insgesamt 1.113 Subkulturpassagen konserviert in die Sammlung des
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Institut Pasteur aufgenommen wurde (Brosch et al., 2007) und auch als lyophilisierter Impfstoff
zur Verfugung steht (Brosch et al., 2000).

Vor diesem Hintergrund wéare es nicht angemessen, alle vorhandenen BCG-Stamme
pauschal in eine Risikogruppe einstufen zu wollen. Wegen ihrer phanotypischen und
genetischen Heterogenitat darf man vielmehr nur genau definiete und individuell
untersuchte Tochterstdamme, deren Eigenschaften umfassend und im Detail bekannt sind, flr
eine Einstufung vorsehen. Der Stamm M. bovis BCG Pasteur 1173P2 ist eindeutig ein derart
umfassend charakterisierter Stamm. In dem zugehérigen Datenblatt wird der Stamm ATCC
35734 auch als BCG Pasteur bezeichnet und misste deshalb mit dem vorstehend genannten
Stamm weitgehend oder sogar vollstandig identisch sein.

Im Gegensatz zum Stamm M. tuberculosis H37Ra, dessen Attenuierung allein anhand der
stark verminderten krankmachenden Wirkung auf verschiedene Versuchstiere gesichert
wurde, wurde M. bovis BCG bereits unmittelbar, nachdem Calmette und Guérin sich im
Tierversuch von der Attenuierung ihres Stammes Uberzeugt hatten, als attenuierter
Lebendimpfstoff am Menschen angewendet. Ab 1921 wurde die Impfung zunachst als orale
Lebendvakzine bei Sduglingen in den ersten 10 Lebenstagen erprobt (3 mal 10 mg BCG in
48stindigem Abstand mit Milch); seit 1924 impfte man subkutan, wobei es zu wochenlangen
Eiterungen kam. Deshalb ging man bald zur intrakutanen Applikation Uber, die wesentlich
besser vertragen wurde (Mdller, 1950). Es wird geschatzt, dass bis heute weltweit wenigstens
drei Milliarden Impfdosen zur Immunisierung gegen Tuberkulose zum Einsatz kamen (Brosch et
al., 2000). In der Uberwaltigenden Mehrzahl der Falle wurde die BCG-Impfung gut vertragen,
so dass die Attenuierung von M. bovis BCG als milliardenfach am Menschen erwiesen gelten
kann.

Die Schutzwirkung der Impfung gegen Lungentuberkulose hat sich allerdings als sehr
variabel erwiesen (Fine, 1995). Zuverlassiger war dagegen der Schutz vor den disseminierten
Erkrankungsformen Miliartuberkulose und Meningitis tuberculosa (Bloom & Fine, 1994). Da
aufllerdem bald beobachtet wurde, dass bei Tuberkulin-positiven Impflingen UberschieRende
Lokalreaktionen an der Injektionsstelle des Impfstoffs auftraten, wurde die Impfung
vornehmlich bei Neugeborenen — und sonst nur nach Tuberkulintestung — eingesetzt. Die
Impfung verhindert nicht eine Infektion mit M. tuberculosis, sondern in erster Linie die
Entstehung einer Miliartuberkulose oder tuberkulésen Meningitis im Kindesalter; Geimpfte sollen
aber auch etwa 7-20mal seltener an klinisch manifester Tuberkulose erkranken als
Nichtgeimpfte (Bottger, 2001).

Die uUberzeugende Vertraglichkeit des Impfstoffs besagt allerdings nicht, dass die
verschiedenen Tochterstimme von M. bovis BCG ihre Pathogenitat fiir den Menschen vollig
verloren haben. Schon friih wurde namlich beobachtet (s.0.), dass es gelegentlich an der
Impfstelle, vor allem bei versehentlicher subkutaner Injektion, zu lokalen Nekrosen mit
wochenlanger eiternder Ulkusbildung, zur Entstehung von Abszessen und zu erheblichen
anschlielenden Vernarbungen kommen kann (Boéttger, 2001; Mdller, 1950). Bei Vorliegen
eines schweren angeborenen Immundefektes verbietet sich die BCG-Impfung vdllig, weil es
bei diesen Kindern zu schwersten disseminierten Infektionen mit tddlichem Ausgang
kommen kann. Dasselbe gilt fir erworbene Immundefizienzen (z.B. AIDS) (Bottger, 2001).

Neben lokalisiert bleibenden Infektionsprozessen an der BCG-Injektionsstelle sind
Lymphadenitiden besonders haufig und lange bekannt und werden in einer Haufigkeit von
0,1 bis 0,3/1000 beobachtet (Govindarajan & Chai, 2011; Krysztopa-Grzybowska et al.,
2012). Diese treten nicht nur bei versehentlich geimpften HIV-Infizierten (Vera et al., 2012),
sondern auch bei vor der Impfung vollig gesunden Kindern auf (Bukhari et al., 2012) und
betreffen meist die axillaren, aber auch die supraklavikularen oder beide
Lymphknotensysteme. AuRerdem kann die BCG-Impfung im Rahmen einer
Generalisierung auch zu Osteomyelitiden flihren (Al-Jassir et al., 2012; Cuello-Garcia et
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al., 2013). Da die lokalisierten Prozesse einschlieBlich der Lymphadenitiden in der Regel
innerhalb von 4 bis 6 Monaten auch ohne antimikrobielle Therapie ausheilen, sind
Antituberkulotika nur zur Behandlung der schweren Erkrankungen von Immunsupprimierten
erforderlich (Cuello-Garcia et al., 2013).

Die ,Restpathogenitat” der BCG-Impfstamme hat auch bei uns wieder gréRere Beachtung und
praktische Bedeutung erlangt, seit zur Behandlung von Frithformen des Blasenkrebses
(Carcinoma in situ) die intravesikale Instillation einer BCG-Aufschwemmung verwendet wird.
Diese Krebstherapieform hat sich als schonend, effizient und nebenwirkungsarm erwiesen. In
Einzelfallen kann sie aber zur Aussaat der Mykobakterien mit sepsisahnlichen Symptomen
(Dammert et al., 2013) oder unter dem Bilde einer vertrebralen Osteomyelitis, Diszitis und
mykotischem  Aortenaneurysma kommen (Samadian et al. 2013). Ekzematische
Hautveranderungen im Gefolge einer BCG-Instillation wurden ebenfalls beschrieben (Lowther
et al., 2013).

Die vorstehend zitierten Veroéffentlichungen belegen eindeutig, dass BCG-Impfstamme
nicht vollig avirulent sind, sondern sich ein deutliches pathogenes Potenzial erhalten haben, das
besonders bei Menschen mit Immundefizienz voll zur Entfaltung kommt. Dies ist auch der Grund
daflr, dass die BCG-Impfung heute nur noch in LaAndern mit hoher Tuberkulose-Inzidenz und
-Pravalenz zum Einsatz kommt, weil nur hier Nutzen und Nebenwirkungsrate in einem
angemessenen Verhaltnis stehen. Sollen BCG-Stamme oder einer von ihnen in eine
Risikogruppe eingestuft werden, ist demnach zu prifen, wie ausgepragt diese
.Restpathogenitat” ist und wie sie im Hinblick auf die Definition der Risikogruppen in der
Biostoffverordnung zu bewerten ist. Dazu ist es hilfreich wenn nicht unerlasslich, die heute
verfigbaren Genom-Sequenzierungsdaten und ihre Interpretation heranzuziehen.

Auf DNA-Ebene sind die BCG-Stamme M. bovis nicht dhnlicher als M. tuberculosis. Anhand
von Pyrolyse-Massenspektirometrie-Untersuchungen lie sich sogar zeigen, dass die
Ahnlichkeit von BCG-Stammen mit Labor-adaptierten M.-tuberculosis-Stammen groRer ist
als mit kirzlich aus Krankheitsprozessen isolierten M.-bovis- und M.-tuberculosis-Stammen
(Magee & Ward, 2012; Pan et al., 2011), was die Auswirkung langerer Subkultivierung ebenso
unterstreicht wie die nahe Verwandtschaft der Mitglieder des M.-tuberculosis-Komplexes
untereinander.

Die volistandige Sequenzierung des Genoms von M. bovis BCG Pasteur 1173P2 (Brosch et
al., 2007) ergab ein zirkulares Chromosom in einer GroRe von 4.374.522 bp. Es ist damit trotz
verschiedener Deletionen fast 30 kb grofler als das Chromosom des M.-bovis-
Wildtypstammes AF2122/97 (GroRe: 4.345.492 bp) (Garnier et al., 2003), offenbar als Folge
von zwei voneinander unabhangigen Tandem-Verdoppelungen DU1 und DU2 (Brosch et al.,
2000). Es ist aber immer noch deutlich kleiner als das Genom von M. tuberculosis (GroRe:
4.419.977 bp) (Cole et al., 1998).

Das BCG-Genom enthalt 3.945 Protein-kodierende Gene, von denen 58 in zwei Kopien
vorliegen, da es zu den beiden genannten Tandem-Verdoppelungen (DU1 und DUZ2)
gekommen war (Brosch et al., 2007). DU1 ist auf den Stamm BCG Pasteur beschrankt. DU2
kommt in vier Formen vor: DU2-| ist auf sogenannte friihe BCG-Stamme wie BCG Japan
beschrankt, wahrend DU2-11l und DU2-1V in sogenannten spaten Vakzinen vorhanden sind.
Das Gen fur die Glyzerin-3-Phosphatdehydrogenase (glpD2) ist eines der drei einzigen
Gene, die allen vier DU2-Varianten gemeinsam sind (Brosch et al., 2007). Daraus hat man
geschlossen, dass BCG-Stdmme hohere Konzentrationen dieses Enzyms bendtigen, um
auf Glyzerin wachsen zu kénnen. Als Folge der Verdoppelungen ist Stamm BCG Pasteur
diploid fiir 58 Protein-kodierende und zwei tRNA-Gene. 48 repetitive Elemente korrespondieren
mit Insertionssequenzen und Repetitionen, aber mit keinem der bei M. tuberculosis
bekannten Prophagen (Brosch et al., 2007). Insgesamt fanden sich mehr als 350 Einzel-
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Nukleotid-Polymorphismen zwischen BCG-Stdmmen und M. bovis; 170 davon waren
spezifisch fur BCG und fehlten bei M. bovis und M. tuberculosis (Pan et al., 2011).

Wie bereits bei der Darstellung der M.-bovis-Wildtypstdmme ausgefiihrt, betrifft der
deletionsbedingte DNA-Verlust von M. bovis im Vergleich zu M. tuberculosis eine ganze
Reihe von RD-Regionen. Bei M. bovis BCG fehlen alle 14 zunachst beschriebenen RD-
Regionen, also auch RD 1, 2 und 14, die beim Wildtyp vorhanden sind (Brosch et al., 2002).
Damit durfte die genetische Ursache fiir die Attenuierung von M. bovis BCG im Gegensatz zu
M. tuberculosis H37Ra in erster Linie in diesen umfangreicheren Deletionen zu suchen sein. Es
konnte sogar gezeigt werden, dass die experimentelle Deletion der RD 1-Region bei
M. tuberculosis zu BCG-ahnlicher Attenuierung fuhrte (Lewis et al., 2003).

Die bei BCG-Stdmmen deletierte RD 1-Region kodiert, wie oben angegeben, ein neun
Gene umfassendes Sekretionssystem (ESX-1 Locus), zu dem die Hauptvirulenzfaktoren
ESAT-6 und CFP-10 gehéren (Guo et al, 2012). Demnach ist bei BCG-Stammen die
Translokation der Mykobakterien vom Phagosom ins Zytosol und deren anschlieRende
intrazellulare Ausbreitung behindert (Lewis et al., 2003; Mahairas et al., 1996; Romagnoli et
al., 2012; Saviola & Bishai, 2006; Stoop et al., 2011). Allerdings bewirkt die Wiedereinfiihrung
von ESX-1 in BCG Pasteur keine vollstandige Wiederherstellung der Virulenz, so dass man
weitere Gendefekte bei den BCG-Impfstammen annehmen muss.

Von den 14 neuen, bis 2007 beschriebenen RD-Regionen betreffen und beeintrachtigen 11
PE-PRGS- oder PPE-Gene (Brosch et al., 2007) und eine andere korrespondiert mit einer
57-bp-Tandem-Verdoppelung in leuA. Variationen in den PE-PRGS- und PPE-Genen
dirften sich auf die Zelladhasion und immunmodulierende Fahigkeit der BCG-Stamme
auswirken (Banu et al., 2002; Brennan et al., 2001); sieben Gene dieser Genfamilie zeigten
namlich bei BCG eine verminderte Expression (Brosch et al., 2007).

Weitere genetische Unterschiede zwischen BCG-Stammen und M. tuberculosis und M. bovis
(Wildtyp) betreffen Sigma-Faktoren, die essentielle Bestandteile der RNA-Polymerase
darstellen und die Promotor-Selektivitat bestimmen (Helmann, 2002; Karls et al., 2006; Sun
et al.,, 2004). Die Sigma(o)-Faktoren mit extrazytoplasmatischer Funktion sind kleine
regulatorische Proteine, deren Sequenz sich erheblich von anderen o-Faktoren unterscheidet.
Drei von 10 dieser letzteren o-Faktoren sind bei M. bovis BCG Pasteur verloren gegangen
oder inaktiviert. Das sigK-Gen weist bei BCG Pasteur eine ,Missense-Mutation® in seinem
Startkodon auf, was zu einem Verlust der Expression der wichtigen Antigene MPB70 und
MPB83 fihrt (Brosch et al., 2007).

Zusatzlichen Einfluss auf die Virulenz hat eine Inaktivierung im Bereich des
Zwei-Komponenten-Systems PhoP-PhoR bei BCG-Stdmmen (Chesne-Seck et al., 2008;
Gonzalo Asenso et al., 2006; Walker et al., 2006). Die Inaktivierung dieses Systems fuhrt
zum Verlust von Diacetyl-Trehalosen, Polyacetyl-Trehalose und Sulfolipiden, ohne dass
allerdings deren Bedeutung flr die Virulenz véllig geklart ist. Es kdnnte allerdings sein, dass
ein inaktives PhoP-PhoR-System bei BCG-Stammen die Phosphat-Aufnahme behindert, so
dass ihr Wachstum durch niedrige Phosphatkonzentrationen begrenzt werden kénnte (Brosch
et al., 2007). Ein anderer Regulations-Locus ist BCG3734, der das cAMP-Rezeptorprotein
Crp kodiert. Verlust dieses Gens konnte den Intermediarstoffwechsel bei Glukosemangel
und das Wachstum unter mikroaerophilen Bedingungen beeintrachtigen (Brosch et al. 2007).

Die grofdten Unterschiede in der Genexpression zwischen BCG-Pasteur und M. bovis Wildtyp
zeigte das mceG-Gen, das fur die Funktion verschiedener mce-Loci essentiell ist, die fir den
Zelleintritt verantwortlich sind. Mutation von mceG flihrte bei M. tuberculosis zu einer
drastischen Attenuierung, so dass seine Repression bei BCG eine weitere Erklarung fur
dessen Attenuierung liefert (Brosch et al., 2007).
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Gutachterliche Bewertung der nachgewiesenen phanotypischen und
genetischen Veranderungen des Mycobacterium-bovis-Stammes BCG Pasteur
1173P2 (ATCC 35734) im Vergleich zum Typstamm der Spezies Mycobacterium
bovis (ATCC 19210)

Calmette und Guérin hatten einen M.-bovis-Stamm durch 13-jahrige (zwischen 1908 und
1921), fortlaufende Subkultivierung auf mit Glyzerin und Rindergalle getrankten
Kartoffelscheiben so verandert, dass er sich im Tierversuch als attenuiert erwies, ohne dass
man damals allerdings auch nur ansatzweise sagen konnte, worauf diese Attenuierung beruhte.
Vor dem Hintergrund heutiger Rechts- und Ethiknormen erscheint es uns deshalb geradezu
heroisch, dass Calmette (Calmette, 1927) praktisch umgehend zur Anwendung am Menschen
Uberging und der Voélkerbund bereits 1928 den urspriinglichen oder mdglicherweise einen
analogen Stamm als Lebendimpfstoff gegen Tuberkulose zur Anwendung am Menschen
anerkannte (Liu et al., 2009).

Dieser Bacille Calmette-Guérin (M. bovis BCG) genannte Impfstamm wurde zunachst in vielen
verschiedenen Laboratorien unter nicht vollig einheitlichen Bedingungen subkultiviert, was zu
zunehmender Heterogenitat sowohl hinsichtlich der Schutzwirkung als auch hinsichtlich der
Attenuierung fuhrte (Behr, 2002; Brosch et al., 2007; Liu et al., 2009; Walker et al., 2010).
Deshalb ware es nicht angemessen, alle vorhandenen BCG-Stdmme pauschal einer
Risikogruppe zuzuordnen. Hier wurde deshalb der besonders umfassend untersuchte Stamm
M. bovis BCG Pasteur 1173P2 fiir eine Einstufung ausgewahlt, dem offenbar der Stamm
ATCC 35734 entspricht. Bei diesem Stamm handelt es sich dartUber hinaus um den als
Lyophilisat erhaltlichen und weiterhin besonders in Entwicklungslandern verwendeten, aktuellen
Tuberkulose-Impfstoff.

Damit kann seine Attenuierung phanotypisch weiterhin als vielfach bewiesen gelten und
muss an dieser Stelle nicht nochmals hinterfragt werden. Die genetische Basis fur diese
Attenuierung konnte inzwischen durch die vollstandige Sequenzierung der Genome von
M. tuberculosis und M. bovis sowie die Genomsequenzvergleiche mehrerer BCG-Stamme
zunehmend erhellt werden (Brosch et al., 2007; Cole et al., 1998; Garnier et al., 2003). Bei
diesen genetischen Untersuchungen wurde festgestellt, dass bereits das Genom des M.-
bovis-Wildtyps im Vergleich zu dem von M. tuberculosis eine ganze Reihe von Deletionen im
Bereich sogenannter RD-Regionen aufweist, wodurch das M.-bovis-Genom etwas kleiner ist
als das M.-tuberculosis-Genom. Die DNA-DNA-Ahnlichkeit beider Genome betragt trotzdem
>99,95%, was die aulerst enge genetische Verwandtschaft beider Spezies unterstreicht.

BCG-Stamme, insbesondere M. bovis BCG Pasteur 1173P2, weisen zusatzliche Deletionen
in Virulenz-relevanten Genombereichen auf, womit sich die Attenuierung dieser Stamme im
Vergleich zum M.-bovis-Wildtyp heute zu einem guten Teil erklaren Iasst (Brosch et al., 2007).
Erstaunlich erscheint dabei aber zunachst, dass das BCG-Genom (BCG Pasteur 1173P2)
trotz zusatzlicher Deletionen fast 30 kb gréler ist als das des Wildtyps. Dieser
Grolenunterschied lieR sich auf die zwei genannten, voneinander unabhdngige Tandem-
Verdopplungen (DU1 und DU2) zurtckfihren (Brosch et al., 2000). Da sich das Gen fir die
Glyzerin-3-Phosphatdehydrogenase (glpD2) bei den DU2-Varianten findet, hat man
geschlossen, dass BCG-Stamme hohere Konzentrationen dieses Enzyms (Diploidie fir
glpD2) bendtigen, um auf Glyzerin wachsen zu konnen.

Zentrale Bedeutung fir die Virulenzabschwachung von BCG-Stammen hat die Deletion der
RD1-Region, die ein Sekretionssystem kodiert (ESX-1 Locus), zu dem die
Hauptvirulenzfaktoren ESAT-6 und CFP-10 gehdren (Guo et al., 2012). Zusatzlichen Einfluss auf
die Attenuierung haben Beeintrachtigungen der PE-PRGS- oder PPE-Gene, einiger ol
Faktor-Gene, des PhoP-PhoR-Systems sowie insbesondere auch des mceG-Gens (Brosch
et al., 2007).
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Trotz der phanotypisch wie genotypisch gut dokumentierten Attenuierung von M. bovis
BCG bleibt zu prufen, welches Ausmal} dieser Attenuierung zukommt, denn davon hangt ab, in
welche Risikogruppe BCG-Stamme und insbesondere M. bovis BCG Pasteur 1173P2
einzustufen sind. Dazu muss, anders als bei M. tuberculosis H37Ra, nicht auf — fir ihre
Bewertung immer mit einer gewissen Unsicherheit belastete — Tierversuchsergebnisse
zurtckgegriffen werden, sondern man kann sich unmittelbar auf die Erfahrungen stitzen, die
mit milliardenfachen BCG-Impfungen des Menschen gewonnen wurden.

Diese zeigen, dass praktisch alle bekannten BCG-Stamme nicht als véllig avirulent angesehen
werden koénnen. Denn die subkutane anstelle der intrakutanen Injektion des
Lebendimpfstoffs flihrt bereits zu einer nennenswerten Lokalreaktion mit Nekrose und
wochenlang eiternder Ulkusbildung, Abszessen und erheblicher anschlielender
Vernarbung (Bottger, 2001; Mdller, 1950), was als Folge einer deutlichen nekrotisierenden
Infektion durch den Impfstamm zu deuten ist.

Ausgepragter aullert sich das verbliebene pathogene Potenzial der BCG-Stamme, wenn sie
— unbeabsichtigt — bei Menschen mit angeborenen oder erworbenen (z.B. durch HIV-
Infektion) Immundefekten zur Anwendung kommen, bei denen es zu schwersten
disseminierten Infektionen mit tédlichem Ausgang kommen kann (Bottger, 2001).

Auch bei Impflingen, insbesondere den in erster Linien geimpften Kindern, mit intaktem
Immunsystem entwickeln sich nicht ganz selten (0,1 bis 0,3/1000 Geimpfte)
Lymphadenitiden (Bukhari et al., 2012; Govindarajan & Chai, 2011; Krysztopa-
Grzybowska et al., 2012). Diese betreffen meist die axillaren, aber auch die supraklavikularen
oder beide Lymphknotensysteme. Schlielllich kann die BCG-Impfung im Rahmen einer
Generalisierung auch zu Osteomyelitiden fuhren (Al-Jassir et al., 2012; Cuello-Garcia et
al.,, 2013). Die lokalisierten Infektionsprozesse einschliellich der Lymphadenitiden heilen
allerdings in der Regel innerhalb von 4 bis 6 Monaten klinisch, meist unter Hinterlassung
lebender, ,verkapselter* M.-bovis-BCG-Bakterien, spontan auch ohne spezifische Therapie ab,
so dass man diese ,Nebenwirkung“ der Impfung toleriert hatte und weiter toleriert, solange und
wo ein hohes Erkrankungsrisiko an Tuberkulose bestand bzw. besteht. Dabei darf aber nicht
unterschlagen werden, dass ,ruhende® BCG-Bakterien spater im Leben des Impflings
reaktiviert werden und zur Erkrankung fuhren kénnen, wenn seine Immunabwehr stark
geschwacht sein sollte.

Die Tatsache, dass BCG-Stamme einschlief3lich M. bovis BCG Pasteur 1173P2 ihre Virulenz
keineswegs vollstandig verloren haben, hat in neuerer Zeit auch in den Landern, in denen die
BCG-Impfung nicht mehr durchgefiihrt wird, wieder praktische Bedeutung erlangt, seit der
Impfstoff zur Behandlung von Frihformen des Blasenkrebses (Carcinoma in situ) in die
Harnblase instilliert wird. Denn als Folge dieser Behandlung wurden vereinzelt
Generalisierungen mit septischen Symptomen (Dammert et al., 2013) oder unter dem Bilde
einer vertebralen Osteomyelitis, einer Diszitis oder eines mykotischen Aortenaneurysmas
beobachtet (Samadian et al., 2013).

Einstufung des Stammes M. bovis BCG Pasteur 1173P2 in eine Risikogruppe

Der Stamm M. bovis BCG Pasteur 1173P2 ist aulRerordentlich umfassend phanotypisch und
molekulargenetisch charakterisiert und ist als lyophilisierter Impfstoff im Arzneimittelhandel
erhaltlich. Seine Attenuierung kann deshalb als stabil und zuverlassig gesichert gelten.
Wegen der Vielzahl der Deletionen und Punktmutationen muss mit einer Spontanremission
nicht gerechnet werden.

Ausschuss fiir Biologische Arbeitsstoffe — ABAS — www.baua.de/abas


www.baua.de/abas

Beschluss 15/2013 des ABAS vom 03.12.2013 Seite 13

Als ebenso zuverlassig gesichert muss aber angesehen werden, dass die BCG-Stamme
einschlielich BCG Pasteur zu lokalen und sogar disseminierten, meist nekrotisierenden
Entziindungsreaktionen bei Abwehrgesunden wie bei Immunsupprimierten fliihren kdnnen, die
sogar lebensbedrohlich werden kénnen. Daraus ergibt sich, dass M. bovis BCG Pasteur
1173P2 zwar deutlich attenuiert, aber nicht avirulent ist, so dass es sogar zu einer
Reaktivierungsinfektion Jahre nach der Impfung kommen kann.

Wegen der deutlichen und zweifelsfrei bewiesenen Attenuierung im Vergleich zum M.-bovis-
Wildtyp ware also eine Einstufung des genannten BCG-Stammes in Risikogruppe 3 sicherlich
nicht angemessen. Das nachweislich verbliebene pathogene Potenzial verbietet aber auch
eine Einstufung des Impfstammes in Risikogruppe 1. Deshalb stuft der ABAS den Stamm
Mycobacterium bovis BCG Pasteur 1173P2 in

Risikogruppe 2

ein.
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