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Empfehlung der ZKBS zur Risikobewertung von
Mycobacterium bovis BCG-Stammen
als Spender- oder Empfangerorganismen gemaR § 5 Absatz 1 GenTSV

Allgemeines

Der seit mehr als 90 Jahren weltweit als Vakzine gegen Tuberkulose eingesetzte Stamm
Mycobacterium bovis BCG (,Bacillus Calmette Guérin“) wurde zu Beginn des 20. Jahrhunderts
von Albert Calmette und Camille Guérin generiert. Sie isolierten M. bovis aus der Milch einer an
tuberkuloser Mastitis erkrankten Kuh und kultivierten es auf einem Medium aus Glycerin und
Kartoffeln. Unter Zugabe von Rindergalle und einer kontinuierlichen Subkultivierung (230
Passagen) generierten sie den attenuierten Stamm M. bovis BCG [1]. Dieser wurde seit 1921
zunachst in Frankreich und ab 1924 weltweit fur eine Impfung gegen M. tuberculosis eingesetzt.
Die urspringlich abgegebenen Kulturen wurden vor Ort weiter subkultiviert, so dass sich im
Laufe der Zeit aus dem urspriinglichen BCG-Stamm verschiedene Substdmme entwickelten.
Diese lassen sich geno- sowie phanotypisch voneinander unterscheiden.

Die BCG-Impfung ist auch heute noch ein wichtiger Baustein der End TB-Strategie der World
Health Organization (WHO)-Mitgliedsstaaten, deren Ziel es ist, die Zahl der durch Tuberkulose
verursachten Todesfélle bis zum Jahr 2035 um 95 % zu reduzieren [2]. Die Vakzinierung mit
BCG schitzt dabei nicht nur vor Tuberkulose, sondern auch vor Lepra [3].

Die drei BCG-Substdmme, die laut Meldung an die WHO weltweit am haufigsten fir die Vakzi-
nierung eingesetzt werden, sind der russische Stamm Moscow-368, der bulgarische Substamm
Sofia SL222 und der Stamm Tokyo 172-1 [2]. Weitere haufig eingesetzte Stamme sind die
Stamme Pasteur 1173P2, Danish 1331, Glaxo 1077, der vom Danish-Stamm abgeleitet ist,
Russian BCG-l und Moreau-RJ

Die Genome aller BCG-Stamme weisen die gleichen attenuierenden Mutationen auf, die auf die
ersten in vitro-Passagierungen von 1908 — 1921 zurickzuflhren sind. Darlber hinaus enthalten
sie stammspezifische Mutationen, die durch die individuellen Kultivierungsbedingungen nach
der Verteilung entstanden sind [5]. Die region of difference 1 (RD1), die in pathogenen My-
kobakterien-Arten konserviert ist, ist im Genom aller BCG-Stamme deletiert. Sie umfasst in
M. tuberculosis neun Gene, die u. a. fur ein Typ-VII-Sekretionssystem mit seinen Effektorprote-
inen kodieren. Die Genomregion ist fur die Virulenz relevant, da die Deletion der RD1 M. tuber-
culosis attenuiert [6] und die Wiedereinfihrung in BCG-Stamme deren Virulenz erhoht [7-9].
Inzwischen sind die Genome der meisten BCG-Substamme sequenziert. Eine vergleichende
Analyse zeigt eine hohe Zahl von single nucleotide polymorphisms (SNPs) im Vergleich zu
M. tuberculosis und M. bovis, von denen einige allen BCG-Substdmmen gemeinsam sind. Zum
anderen werden individuelle Unterschiede deutlich, die auf die veranderten Anzuchtbedingun-
gen nach der Verteilung zurlickzuflihren sind [10-14]. So ist den nach 1927 erhaltenen (,spa-
ten“) Stdmmen Pasteur 1173P2, Danish 1331 und Glaxo 1077 die Deletion einer weiteren re-
gion of difference (RD2) gemeinsam. Diese kodiert u. a. fur MPB64, ein Protein mit antigenen
Eigenschaften. Des Weiteren fiihrt eine Mutation im Gen des regulatorischen Sigma-Faktors K
zu einer deutlich verringerten Expression der Antigene MPB70 und MPB83 [15]. Eine Punktmu-
tation im mmaA3-Gen fuhrt aufgrund eines Defekts in der Synthese von Methoxymycolat zu
einer Veranderung der Zellwandstruktur.
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Den vor 1927 erhaltenen (,frihen®) Stdmmen Russian BCG-I, Tokyo 172-1 und Moreau-RJ ist
eine Insertion im Promotorbereich des phoP-Gens gemeinsam. PhoP ist Teil des Zwei-Kompo-
nentensystems PhoP-PhoR. Durch Ubertragung eines Phosphatrestes von der Histidinkinase
PhoR auf PhoP wird die Expression verschiedener Gene induziert. Die Insertion im Promotor-
bereich von phoP bewirkt eine erhdhte Expression der Zielgene [16].

Ferner unterscheiden sich die Stdmme Tokyo 172-1, Moreau-RJ und Glaxo 1077 von allen an-
deren BCG-Stammen durch Mutationen in Biosynthesegenen fur komplexe Lipide mit methyl-
verzweigten Fettsauren. So werden kein Phthiocerol-Dimycocerosat und phenolische Glykoli-
pide mehr gebildet. Diesen Zellwandbausteinen wird bei pathogenen Mykobakterien eine Rolle
in der Immunmodulation des Wirtes zugeschrieben. Die verursachenden Mutationen sind von-
einander unabhangig entstanden. So ist im Stamm Moreau-RJ eine Deletion tber 975 bp be-
schrieben, die die Biosynthesegene fadD26 und ppsA betrifft [17]. Wahrend im Stamm Tokyo
172-1 eine Mutation im ppsA-Gen identifiziert werden konnte [18], ist die Ursache fur die Defi-
zienz im Stamm Glaxo 1077 unklar.

Die WHO empfiehlt, in Gebieten mit hoher Pravalenz von M. tuberculosis und/oder Mycobac-
terium leprae den BCG-Impfstoff an alle Neugeborenen mit intaktem Immunsystem zu verab-
reichen. Gemal dieser Empfehlung werden jahrlich ca. 100 Millionen Neugeborene weltweit mit
den genannten BCG-Stdmmen vakziniert. Dies entspricht einer Gesamtabdeckung der betroffe-
nen Bevdlkerung von ca. 90 %. Bei der WHO bzw. European Pharmacopeia sind die entspre-
chenden Referenzstdmme mit Empfehlungen fur die Lizenzierung hinterlegt [19]. M. bovis BCG
ist derzeit der einzige international verfigbare Impfstoff gegen Tuberkulose. Von der Standigen
Impfkommission (STIKO) in Deutschland wird die Impfung mit BCG-Stdmmen seit 1998 auf-
grund des geringen Infektionsrisikos und der begrenzten Wirksamkeit in Verbindung mit nicht
seltenen unerwiinschten Nebenwirkungen nicht mehr empfohlen [20; 21]. Dies ist im Einklang
mit der Empfehlung der WHO, in Populationen, deren Infektionsrisiko fur Tuberkulose unter
0,1 % liegt, keine generelle BCG-Impfung durchzuflhren. Die WHO empfiehlt die BCG-Impfung
jedoch auch in Niedrig-Pravalenzgebieten fir Tuberkulin- oder Interferon gamma release assay-
negative Personen, die beruflich mit Tuberkulosekranken in Kontakt kommen koénnten (z. B.
medizinisches Personal oder Sozialarbeiter) [2].

Die von der WHO empfohlenen Impfstdmme werden einmalig intradermal appliziert. Dabei va-
riiert die Lebendzellzahl in den Ampullen nach Rekonstitution der gefriergetrockneten Bakterien
je nach Stamm zwischen 5 x 10° — 3 x 108 colony forming units. Fiir die Anwendung des Impf-
stoffes sind in Abhangigkeit von Administrationsroute, verwendetem Stamm und eingesetzter
Dosis unerwiinschte Nebenwirkungen beschrieben [2; 22; 23]. Nebenwirkungen milder Art sind
dabei Papula- oder Geschwir-Bildungen an der Einstichstelle, die bei nahezu allen Geimpften
auftreten. Ernsthaftere Nebenwirkungen umfassen mit einer Haufigkeit von 0,01 % — 0,1 % die
Ausbildung von Abszessen oder Narben aul3erhalb des Bereiches der Einstichstelle oder eitrige
Lymphadenitiden. Diese heilen i. d. R. ohne medizinische Behandlung aus. Quast et al. be-
schreiben dabei, dass die Haufigkeit von Nebenwirkungen wie Lymphadenitiden mit der verab-
reichten Menge des Lebendimpfstoffes zusammenhangt. So war eine Reduktion der Zahl der
lebensfahigen Bakterien des Stammes Danish 1331 um ein Viertel mit einer deutlichen Ab-
nahme aller Nebenwirkungen verbunden [22]. In sehr seltenen Fallen wird von systemischen
BCG-Infektionen (1,6 — 4,3 Falle / 10° Impflinge) oder Entziindungen der Knochen (Osteitis)
bzw. des Knochenmarks (Osteomyelitis; 0,01 — 30 / 10° Impflinge) berichtet [23]. Eitrige Lym-
phadenitiden und systemische BCG-Infektionen kdnnen in den meisten Fallen (> 99 %) mit einer
Suppression des Immunsystems der Geimpften in Zusammenhang gebracht werden [24]. Die
Osteitis-Falle werden mit der Verwendung bestimmter Impf-Chargen assoziiert [10; 24]. Es ist
auffallig, dass die Stdémme Tokyo 172-1, Glaxo 1077 und Moreau-RJ insgesamt weniger haufig
Nebenwirkungen verursachen als die Stamme Pasteur 1173P2, Russian BCG-I und Danish
1331. Hierfir werden phanotypische Unterschiede, insbesondere in der Zellwandstruktur, als
ursachlich diskutiert [25]. FUr Immunsupprimierte bzw. HIV-Infizierte rat die WHO von einer Va-
kzinierung mit BCG-Stammen ab, es sei denn, es handelt sich um HIV-infizierte Kinder aus
Hoch-Pravalenzgebieten, die immunologisch stabil und gesund sind und eine antiretrovirale
Therapie erhalten [2]. Studien u. a. aus Sudafrika belegen einen direkten Zusammenhang zwi-
schen einem Immundefekt und dem Ausbruch einer disseminierten BCG-Infektion nach der
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Impfung. Bei immunsupprimierten Kleinkindern mit einem Alter von weniger als einem Jahr ver-
lauft eine disseminierte BCG-Infektion mit einer Wahrscheinlichkeit von 85 % tddlich [26].

Trotz der starken Attenuierung der BCG-Stamme ist es in der Vergangenheit zu Infektionen von
medizinischem Personal gekommen. Zwei Krankenschwestern entwickelten Handinfektionen,
nachdem sie sich wahrend der Vorbereitung einer BCG-Impfung bzw. einer Blaseninstillation
mit BCG-Stammen mit einer Spritze bzw. Kanulle gestochen hatten [27; 28]. Eine weitere Kran-
kenschwester entwickelte eine Arthritis des Zeigefingers, nachdem sie sich vor der Verabrei-
chung des BCG-Impfstoffes in den Finger gestochen hatte [29]. Eine vierte Krankenschwester
erkrankte an einem hartnackigen Abszess des Oberschenkels, nachdem sie nach der Verab-
reichung des BCG-Impfstoffes die benutzte Spritze auf den Oberschenkel hatte fallen lassen
[30]. Zur erfolgreichen Behandlung der Infektionen waren chirurgische Interventionen zusatzlich
zur medikamentésen Behandlung erforderlich [27-30]. Die Krankenschwestern wurden als im-
munkompetent beschrieben.

Die ZKBS ordnet bei gentechnischen Arbeiten M. bovis BCG als Spender- und Empfangeror-
ganismus unabhangig von der Zuordnung zu einem Substamm bisherder Risikogruppe 1 zu.
Begrindet wurde dies mit der weltweiten Verwendung der Stamme als Impfstoff gegen Tuber-
kulose.

Der ABAS hat den Stamm M. bovis BCG Pasteur 1173P2 gemal} BiostoffV in einem Beschluss
aus dem Jahr 2013 aufgrund der beschriebenen Nebenwirkungen der Risikogruppe 2 zugeord-
net [31].

Empfehlung

GemaR § 5 Abs. 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien im Anhang | GenTSV und gemal § 7 Abs. 3
(1) GenTSV werden die von M. bovis BCG-abgeleiteten Stamme als Spender- und Empféange-
rorganismen fir gentechnische Arbeiten der Risikogruppe 2 zugeordnet.

Begriindung

Bei den seit fast 100 Jahren als Vakzine genutzten M. bovis BCG-Stammen handelt es sich um
phanotypisch wie genotypisch gut charakterisierte Bakterien. Vor der Anwendung als Impfstoff
gegen Tuberkulose beim Menschen wurde ihre Attenuierung im Tiermodell gezeigt. Ernsthafte
Nebenwirkungen der Vakzinierung sind bei Immunkompetenten sehr selten und hangen haupt-
sachlich von einer fehlerhaften Verabreichung des Impfstoffs und von der Dosis der applizierten
lebenden Bakterien ab. Im Falle einer akzidentellen Exposition im Labor, zum Beispiel im Ver-
lauf einer Stichverletzung, kann nicht ausgeschlossen werden, dass das Laborpersonal an ggf.
langwierigen und schwierig zu behandelnden Infekten erkrankt.
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