LK

Zentrale Kommission
= fur die Biologische Sicherheit

Az. 45241.0242 aktualisiert September 2023

Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von
Brucella anthropi, Brucella ceti, Brucella inopinata, Brucella intermedia,
Brucella microti, Brucella papionis, Brucella pinnipedialis, Brucella vulpis,
Brucella sp. BO2 und aus Amphibien, Nagetieren, Reptilien und Fischen
isolierte Brucella spp.

als Spender- oder Empfangerorganismen gemaR § 5 Absatz 1 GenTSV

Allgemeines

Die Gattung Brucella umfasst Gram-negative, aerobe, chemoorganotrophe, nicht
sporulierende, kokkoide oder stabchenférmige Bakterienspezies, die in Boden, Gewassern,
auf Saugetieren und dem Menschen vorkommen [1]. Spezies der Gattung Ochrobactrum
wurden 2020 aufgrund gemeinsamer phylogenetischer Eigenschaften in die Gattung Brucella
Uberfuhrt [2]. Einige Spezies der Gattung sind als epizootische und zoonotische Erreger
beschrieben. Beim Menschen sind sie Ausloser der Brucellose. Brucellen besitzen eine
intrazellulare Lebensweise und infizieren in natura Monozyten und vermehren sich in diesen
Zellen [1]. In vitro sind Bakterien der Gattung auch auf Nahrmedien kultivierbar [1]. Im Zuge
neuer technischer Entwicklungen in phylogenetischen Analysen und der Sequenzierung von
Genomen wurden der Gattung neue Spezies und Isolate zugeordnet, darunter Vertreter, die
Amphibien, Nagetiere, Sdugetiere und den Menschen kolonisieren.

Bei Brucella anthropi (vormals Ochrobactrum anthropi [2]) handelt es sich um klinische Isolate,
die vor 1988 als Achromobacter Group Vd klassifiziert wurden [3]. Das Bakterium ist polar
begeilelt. Das Wachstumsoptimum liegt im Bereich von 20 bis 37 °C [3]. Das Bakterium ist
weit verbreitet und wurde von Kroten, Menschen, Schweinen und Truthihnern sowie aus
Bdden und Klaranlagen isoliert [4—11]. Das Bakterium kann Entzindungen des Bauchfells,
von Gelenken, der Lunge und der Herzinnenhaut, Meningitiden, Bakteriamien und Sepsen
beim Menschen hervorrufen [6, 7]. Aus der Veterindrmedizin ist B. anthropi als Verursacher
von Infektionen der Wirbelsaulengelenke bei Kréten [11] und Meningitisfallen bei Schweinen
bekannt [10]. Die Ubertragung des Erregers erfolgt durch direkte oder indirekte Kontakte und
ist bei nosokomialen Infektionen meist katheterassoziiert [7]. Es liegen Berichte Uber
Resistenzen gegenltber einzelnen Antibiotika aus den Gruppen der [-Laktame,
Cephalosporine, Diaminopyrimidine, Monobaktame und Sulfonamide vor [12, 13]. Flr die
Pathogenitat der Spezies sind verschiedene Brucellen-spezifische Virulenzfaktoren essenziell,
darunter zyklische Beta-1,2-Glukane und das N-Formyl-Perosamin-basierte O-Antigen sowie
das bvrR/bvrS-Zweikomponenten-System und das Typ-IV-Sekretionssystem [14]. In der
TRBA 466 ,Einstufung von Prokaryonten (Bacteria und Archaea)“ ist die Spezies der
Risikogruppe 2 zugeordnet [15].




In den 1990er Jahren wurden erstmalig Brucella spp. aus marinen Saugetieren isoliert. Die
vorrangig aus Walen und Robben stammenden Isolate wurden zunachst der neuen Spezies
Brucella maris zugeordnet [16]. Auf Grundlage phylogenetischer Analysen und dem
unterschiedlichen Pathogenitatspotenzial gegeniber den natlrlichen Wirten erfolgte 2007
eine Zuordnung fir Robben-spezifische Isolate zur Spezies Brucella pinnipedialis und fir Wal-
spezifische Isolate zur Spezies Brucella ceti [17]. Beide Bakterienspezies sind unbeweglich.
Die Spezies wachsen im Temperaturbereich zwischen 20 und 40 °C und in einem pH-Bereich
von 6,6 bis 7,4. Das Wachstumsoptimum liegt bei 37 °C [17]. Bisher traten die marinen
Brucellen nur selten als Krankheitserreger bei immunkompetenten Menschen auf. In zwei
Fallen wurde die Bakterien als Verursacher einer neuralen Brucellose und in einen weiteren
Fall als Verursacher einer Knochenmarksentzindung beschrieben [18, 19]. Als
Ubertragungsweg wird der Verzehr von rohem Fisch oder Meeresfriichten vermutet. Fische
werden als Vektor diskutiert, da sie experimentell mit B. pinnipedialis infiziert werden konnten
[20]. Beide Spezies sind bei ihren natlrlichen Wirten enzootisch verbreitet [21, 22]. Da B. ceti
bisher nur aus gestrandeten, erkrankten Tieren isoliert wurde, ist das pathogene Potenzial der
Spezies in Walpopulationen schwer abzuschatzen. Das Bakterium wurde aus Milchdrisen,
den primaren mannlichen und weiblichen Geschlechtsorganen, Hautabszessen, Herzmuskel,
Gehirngewebe, Milz, Leber, Niere, Knochen und Gelenken verendeter Tiere isoliert [22]. Die
verendeten Tiere wiesen Brucellose-typische Symptome wie Entziindungen des
Herzinnengewebes, des Gehirns, der Gelenke und der Knochen auf [22]. Der
Ubertragungsweg ist nicht bekannt, jedoch wird eine Ubertragung durch Geschlechtsverkehr,
Saugen, perinatal oder durch Vektoren, wie besiedelte Fische oder Parasiten, angenommen.
B. pinnipedialis gilt als apathogen fur Robben [21, 23]. Einzelne B. pinnipedialis-Isolate wurden
aus verendeten Walen isoliert und als Erreger einer neuronalen Brucellose identifiziert [24,
25]. Das pathogene Potenzial beider Spezies basiert auf der Prasenz von Brucellen-
spezifischen Virulenzfaktoren, darunter zyklische Beta-1,2-Glukane, das N-Formyl-
Perosamin-basierte O-Antigen sowie das bvrR/bvrS-Zweikomponenten-System und das Typ-
IV-Sekretionssystem [22, 26, 27]. In Infektionsstudien im Mausmodell und an humanen
Makrophagen war die Pathogenitat beider Spezies geringer als die von Brucella suis [28, 29].
B. ceti und B. pinnipedialis sind in der TRBA 466 ,Einstufung von Prokaryonten (Bacteria und
Archaea)” der Risikogruppe 2 zugeordnet [15].

Brucella inopinata wurde erstmalig aus der WundflUssigkeit einer 71-jahrigen Brucellose-
Patientin isoliert [30]. Das Bakterium ist unbeweglich. Es wachst im Temperaturbereich von 25
bis 42 °C [31]. Weitere klinische Falle mit dem Erreger sind nicht beschrieben. B. inopinata
besitzt Brucellen-typische Virulenzfaktoren, darunter zyklische Beta-1,2-Glukane, das N-
Formyl-Perosamin-basierte O-Antigen sowie das bvrR/bvrS-Zweikomponenten-System und
das Typ-IV-Sekretionssystem [32]. In Infektionsstudien im Mausmodell und in murinen
Makrophagen erwies sich B. inopinata als deutlich pathogener als B. suis [33]. Die niedrigste
todliche Dosis vom B. inopinata liegt im Mausmodell bei peritonealer Injektion bei 10°
koloniebildenden Einheiten (KBE). Die Infektion mit B. suis ist fir Mause nicht letal. In der
TRBA 466 ,Einstufung von Prokaryonten (Bacteria und Archaea)® und der
Arbeitnehmerschutzrichtlinie EU2019/1833 gegen Gefahrdung durch biologische Arbeitsstoffe
bei der Arbeit ist die Spezies der Risikogruppe 3 zugeordnet [15, 34].

Bei Brucella intermedia (vormals Ochrobactrum intermedium [2]) handelt es sich um vormalig
als B. anthropi Kklassifizierte klinische Isolate, die aufgrund ihrer phylogenetischen
Eigenschaften einem eigenen Cluster innerhalb der Gattung Brucella zuzuordnen sind [35].
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Das Bakterium ist polar begeifdelt. Es wachst im Bereich von 18 bis 45 °C [35, 36]. Bei dem
Bakterium handelt es sich um einen weit verbreiteten Erreger, der auf Saugetieren
einschliefllich Menschen, Fadenwirmern, Insekten, Pflanzen, in Bdden und in Gewassern
vorkommt [37—40]. Unabhangig vom Immunstatus ist das Bakterium bei infizierten Menschen
assoziiert mit Abszessen der Leber, Entzindungen der Herzinnenhaut, Bakteriamien und
Sepsen [39, 41]. Aus der Veterinarmedizin sind B. intermedia-ausgeldste Brucellosen in Kihen
beschrieben [40]. Die Ubertragung des Erregers erfolgt durch direkte oder indirekte Kontakte
und ist bei nosokomialen Infektionen meist katheterassoziiert [41]. Es liegen Berichte ber
Resistenzen gegenltber einzelnen Antibiotika aus den Gruppen der [-Laktame,
Aminoglykoside, Cephalosporine und Monobaktame vor [41]. Fur die Pathogenitat der Spezies
sind verschiedene Virulenzfaktoren essenziell, darunter das Flagellum und das Typ-IV-
Sekretionssystem [42]. Einige Rhizospharen-Isolate besitzen Eigenschaften, die das
Pflanzenwachstum fordern [38]. In der TRBA 466 ,Einstufung von Prokaryonten (Bacteria und
Archaea)” ist die Spezies der Risikogruppe 2 zugeordnet [15].

Brucella _microti wurde erstmalig aus Feldmdusen in Tschechien isoliert und ist in
Feldmauspopulationen epizootisch verbreitet [43]. Das Bakterium kommt auch in Bdden,
Fuchsen und Wildschweinen in Mitteleuropa vor [44—46]. B. microti wurde auch aus Amphibien
in kommerziellen Froschzuchtbetrieben isoliert [47]. Flir Feldmause ist das Bakterium
pathogen und verursacht schwere systemische Erkrankungen [44]. In Fréschen ist es mit
Hautabszessen assoziiert [47]. Fur andere Wirte ist das Bakterium apathogen [45, 46]. B.
microti trat bisher nicht als humanpathogener Erreger auf. Das Bakterium ist unbeweglich. Es
wachst im Temperaturbereich von 25 bis 42 °C [44]. B. microti besitzt Brucellen-typische
Virulenzfaktoren, darunter zyklische Beta-1,2-Glukane, das N-Formyl-Perosamin-basierte O-
Antigen sowie das bvrR/bvrS-Zweikomponenten-System und das Typ-IV-Sekretionssystems
[48]. In Infektionsstudien in Hihnerembryonen und Mausmodellen und an humanen und
murinen Makrophagen erwies sich B. microti als pathogener als B. suis [49-51]. Die niedrigste
todliche Dosis liegt im Mausmodell bei peritonealer Injektion zwischen 10* und 10° KBE [33,
50]. Das Bakterium kann gut in sauren Milieus Uberleben und ist somit in der Lage, Uber den
oralen Infektionsweg Mause zu infizieren [52]. Es liegen Berichte Uber Resistenzen gegenuber
einzelnen Antibiotika aus den Gruppen der -Laktame, Cephalosporine und Polymyxine vor
[45]. In der TRBA 466 ,Einstufung von Prokaryonten (Bacteria und Archaea)“ ist die Spezies
der Risikogruppe 2 zugeordnet [15].

Brucella_papionis wurde aus der Plazenta von Pavianen isoliert [53]. Das Bakterium ist
unbeweglich. Das Temperaturoptimum liegt bei 37 °C [53]. Das Bakterium wurde bisher nur
aus Pavianen isoliert und ist bei diesen assoziiert mit Fehlgeburten [54]. B. papionis ist in vitro
in der Lage, humane Trophoblasten zu infizieren, was die Hormonproduktion, das
Differenzierungspotenzial und die Invasionskapazitat der Zellen verandert [54]. Fir die
Infektion von Trophoblasten und anderen humanen Zelltypen ist die Expression des Typ-IV-
Sekretionssystems essentiell [54]. In der TRBA 466 ,Einstufung von Prokaryonten (Bacteria
und Archaea)” ist die Spezies der Risikogruppe 2 zugeordnet [15].

Brucella vulpis wurde aus Lymphknoten zweier Rotflichse in Mitteleuropa isoliert [55]. Das
Bakterium ist unbeweglich. Es wachst im Temperaturbereich von 30 bis 37 °C [56]. Das
pathogene Potenzial innerhalb von Fuchspopulationen ist unbekannt. Bisher wurden keine
Infektionen durch B. vulpis beim Menschen beschrieben. B. vulpis besitzt Brucellen-typische
Virulenzfaktoren, darunter zyklische Beta-1,2-Glukane, das N-Formyl-Perosamin-basierte O-




Antigen sowie das bvrR/bvrS-Zweikomponenten-System und das Typ-IV-Sekretionssystem
[56].

In den letzten zwanzig Jahren wurden neue Brucella-Isolate beschrieben, die sich
phylogenetisch keiner der bereits bekannten Brucella-Spezies zuordnen lassen.
Phylogenetisch bilden diese Isolate spezifische Kladen. Diese umfassen humanpathogene
Isolate, wie Brucella sp. BO2, und Isolate aus Amphibien, Nagetieren, Reptilien und
Fischen[57].

Brucella sp. BO2 entstammt einer Lungenbiopsie eines 52-jahrigen Patienten mit chronischer
destruktiver Lungenentziindung [58]. Der Stamm zeichnet sich durch die Synthese eines
Rhamnose-basierten O-Antigens aus. Zusatzlich besitzt der Stamm Brucellen-typische
Virulenzfaktoren, wie zyklische Beta-1,2-Glukane sowie das bvrR/bvrS-Zweikomponenten-
System und das Typ-IV-Sekretionssystem [32].

Aus Amphibien isolierte Brucella spp. wurden aus morbiden und toten Afrikanischen
Ochsenfréschen, Korallenfinger-Laubfréschen und Hornfrédschen isoliert [59-62]. Diese
Isolate sind begeil3elt [59-62]. Ein Isolat aus Amphibien gilt als Erreger einer Brucellose bei
einem 28-jahrigen Patienten [63]. Dieses klinische Isolat und andere aus Amphibien
stammende Isolate besitzen Brucellen-typische Virulenzfaktoren, darunter zyklische Beta-1,2-
Glukane, das N-Formyl-Perosamin-basierte = O-Antigen sowie das  bvrR/bvrS-
Zweikomponenten-System und das Typ-1V-Sekretionssystem [60, 61, 63].

Nagetierisolate wurden aus Feldmausen, Langschwanzmausen, Ratten, Waldmausen und
Wulhimausen isoliert [64, 65]. Die Isolate sind unbeweglich. Das Temperaturoptimum liegt
zwischen 35 und 37 °C [64]. Das pathogene Potenzial innerhalb von Nagetierpopulationen ist
unbekannt. Bislang wurden keine Infektionen durch Nagetierisolate beim Menschen
beschrieben. In Infektionsstudien im Mausmodell und an murinen Makrophagen war ein Isolat
aus Ratten deutlich pathogener als B. suis [33]. Die niedrigste letale Infektionsdosis liegt im
Mausmodell bei peritonealer Injektion bei 10° KBE. Das Genom einzelner Isolate liegt
vollstandig sequenziert vor und weist Brucellen-typische Virulenzfaktoren auf, darunter Gene
zur Synthese von zyklischen Beta-1,2-Glukanen und N-Formyl-Perosamin-basiertem O-
Antigen und zur Expression des bvrR/bvrS-Zweikomponenten-Systems und des Typ-IV-
Sekretionssystems [66].

Ein Brucella-lsolat wurde aus einem Blaupunktrochen (Taeniura lymma) isoliert [67]. Der
Blaupunktrochen war Teil einer Gruppe von funf Rochen, die nach einem Fang vor Bali in
einem Zoo vor ihrer Ubersiedlung in Aquarien mit weiteren Fischen in Quaranténe gehalten
worden war. Alle Tiere der Gruppe verstarben innerhalb von sechs Monaten. In der
Veroffentlichung zu diesem Vorfall sind keine Krankheitssymptome der Rochen beschrieben.
Zwei der Rochen wurden autopsiert, wobei ihre Kadaver zu diesem Zeitpunkt bereits stark
verwest waren. Bei der Autopsie wurde neben Vibrio harvey-lsolaten auch ein Bakterium
isoliert, das anhand physiologischer Merkmale als B. anthropi und mittels MALDI-TOF MS
zunachst als B. melitensis identifiziert wurde. Nachdem zusatzlich MALDI-TOF MS-Spektren
anderer atypischer Brucella spp. berlcksichtigt worden waren, konnten sowohl die anderen
atypischen Brucella spp. als auch das Isolat aus dem Rochen anhand ihrer Spektren klar von
B. melitensis unterschieden werden. Eine Unterscheidung zwischen Brucella spp. aus
Amphibien und dem Isolat aus dem Rochen war jedoch nicht mdglich. Das Genom des Isolates
wurde sequenziert. Es umfasst Gene fur Brucellen-typische Virulenzfaktoren wie das Typ-IV-
Sekretionssystem und Gene fir die Aufnahme und den Katabolismus von L-Rhamnose, nicht
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jedoch fir das N-Formyl-Perosamin-basierte O-Antigen. Die Nukleotidsequenz vieler Gene ist
sehr ahnlich zu der homologer Gene aus B. inopinata und Brucella sp. BO2, wahrend die
Nukleotidsequenz des recA-Gens am meisten der einiger Brucella-lsolate aus Amphibien aus
demselben Zoo ahnelt. Die Isolate aus dem Rochen und aus den Amphibien gehoéren jedoch
nicht der gleichen klonalen Linie an.

Auch aus einem Pantherchamaleon (Furcifer pardalis) wurde ein Vertreter der Gattung
Brucella spp. isoliert [68]. Das erkrankte Chamaleon stammte aus demselben Zoo, in dem die
0.g. Rochen gehalten worden waren. Das Chamaleon litt unter Gewichtsverlust und
geschwollenen Gelenken und musste aufgrund dessen eingeschlafert werden. Aus allen
untersuchten Geweben (Lunge, Leber, Milz, Nieren, geschwollene Gelenke, Eingeweide und
ein Ovidukt) wurden unbewegliche Brucellen sowie Isolate von Vagococcus fluvialis,
Staphylococcus sciuri, und Pseudomonas aeruginosa angereichert sowie aus der Lunge das
Reptilienpathogen Devriesea agamarum. Anhand physiologischer Merkmale wurden die
Brucella-Isolate als Vertreter der Spezies B. anthropi und mittels MALDI-TOF MS als Vertreter
der Gattung Brucella identifiziert, wobei ihr MALDI-TOF MS-Spektrum dem des o. g. Isolates
aus dem Rochen am ahnlichsten war. Das Genom eines Isolates wurde sequenziert. Es
enthalt Gene fur klassische Brucella-Virulenzfaktoren wie Proteine, die an der Immunevasion
und der Eisenaufnahme beteiligt sind, die Gene des Typ-IV-Sekretionssystems und des
bvrRIbvrS-Zweikomponenten-Systems, ein Gen fur die Synthese von zyklischen Beta-1,2-
Glukanen und Gene mit Homologie zu einem Virulenz-assoziierten Protein sowie Flagellen
aus Bartonella-Spezies. Auch die recA-Nukleotidsequenz dieses Isolates dhnelte der einiger
Brucella-Isolate aus Amphibien aus demselben Zoo am meisten. Das Isolat gehdrt jedoch
ebenfalls nicht der gleichen klonalen Linie an wie die aus dem Rochen und aus den Amphibien.

Empfehlung

Brucella anthropi, Brucella ceti, Brucella inopinata, Brucella intermedia, Brucella microti,
Brucella papionis, Brucella pinnipedialis, Brucella vulpis, Brucella sp. BO2 und aus Amphibien,
Nagetieren, Fischen und Reptilien isolierte Brucella spp. werden gemal § 5 Absatz 1 GenTSV
i. V. m. den Kriterien in Anlage 1 GenTSV als Spender- und Empfangerorganismen fur
gentechnische Arbeiten der Risikogruppe 2 zugeordnet.

Begriindung

Die Vertreter der Gattung Brucella kommen in der Umwelt sowie bei Amphibien, Fischen,
Reptilien, terrestrischen und marinen Saugertieren und dem Menschen vor. B. anthropi, B.
ceti, B. inopinata, B. intermedia, B. papionis, B. pinnipedialis, Brucella sp. BO2 und einzelne
aus Amphibien isolierte Brucella spp. sind fur Menschen und/oder ihren nattrlichen Wirt als
pathogene Erreger beschrieben, die ernste Erkrankungen auslosen konnen. Brucellosen sind
in der Regel jedoch gut behandelbar. In den Genomen dieser Brucellen und B. microti, B.
vulpis sowie in denen aus Nagetieren isolierter Brucella-Spezies liegen Gene fur Brucellen-
spezifische Virulenzfaktoren vor. Daher ist anzunehmen, dass von diesen Brucella-Spezies
und -Isolaten ein pathogenes Potenzial fir Mensch und/oder Tiere ausgeht.
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