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Stellungnahme
der Zentralen Kommission fur die Biologische Sicher heit (ZKBS)
zur Sicherheitsbewertung von Antibiotika-Resistenzg enen
im Genom gentechnisch veranderter Pflanzen

1. Einleitung

Im Mérz 2008 war die Regierung Danemarks an die EU-Kommission herangetreten mit der Bitte
um Klarung eines Widerspruchs bei der Sicherheitsbewertung von Antibiotika-Resistenzgenen
(ARG) in gentechnisch veranderten Pflanzen (GVP) zwischen den Stellungnahmen der Européa-
ischen Lebensmittelbehtrde (European Food Safety Authority, EFSA) (EFSA, 2004 und 2007).
Danemark folgerte aus der EFSA-Stellungnahme zum ARG nptll aus dem Jahr 2007, dass das
Kriterium der medizinischen Bedeutung der korrespondierenden Antibiotika kein wichtiges Krite-
rium fur die Sicherheitsbewertung von ARG sei. Nach Meinung Danemarks stehe dieses Er-
gebnis nicht im Einklang mit der Stellungnahme der EFSA aus dem Jahr 2004.

Diese Anfrage war unter anderem Anlass fur die EU-Kommission, die EFSA unter Berticksichti-
gung ihrer bisherigen Stellungnahmen um eine konsolidierte Stellungnahme fir die Sicherheits-
bewertung von ARG in GVP zu bitten. Bei der Erstellung dieser Stellungnahme solle die EFSA
mit der European Medicines Agency (EMEA) und anderen wissenschaftlichen Institutionen mit
anerkannter Expertise auf dem Gebiet der Antibiotika-Resistenz zusammenarbeiten. Dabei soll-
ten die Grinde fur die Schlussfolgerungen dargelegt werden, so dass diese Stellungnahme
eine Grundlage fur die im Einzelfall durchzufuhrende Sicherheitsbewertung von GVP mit ARG
bietet.

Mit Bezug zu der Diskussion tiber ARG als Marker im Genom von GVP im Zeitraum von 2004
bis 2007 zwischen der EFSA, der EMEA und der EU-Kommission (EMEA, 2007; WHO, 2005;
EFSA, 2004) hatte auch die ZKBS 2007 ihre Stellungnahme von 1999 zu diesem Thema Uber-
pruft. Sie hatte als Ergebnis die Stellungnahme von 1999 mit der Einteilung der ARG in drei
Gruppen bestétigt (ZKBS, 1999 und 2007), die im Wesentlichen der von der EFSA im Jahr
2004 getroffenen Einteilung von ARG in GVP entspricht. Die ZKBS-Stellungnahme zog 1999
folgende Faktoren zur Bewertung heran:

*  Wabhrscheinlichkeit des HGT von ARG aus GVP auf Bakterien (Eubacteria und Archeabac-
teria),

e Verbreitung von ARG in der Umwelt,
e Bedeutung von Antibiotika fur die Human- und Tiermedizin.

Abhéangig von der Verbreitung der ARG und der therapeutischen Bedeutung ihrer korrespondie-
renden Antibiotika wurden in der Stellungnahme von 1999 die ARG

nptll, hph, cm®, aadA, blargy., nptlll und tetA

in drei Gruppen eingeteilt. Die Abgrenzung der korrespondierenden Antibiotika erfolgte tber die
Differenzierung:

. .Keine bis geringe therapeutische Bedeutung in der Veterindr- und Humanmedizin®
(Gruppe 1),

e relevant in Teilbereichen der Veterindr- und Humanmedizin“ (Gruppe 2),
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e ,von therapeutischer Bedeutung in der Humanmedizin“ (Gruppe 3).

Der von der EU-Kommission an die EFSA erteilte Auftrag betrifft auch die Bewertungskriterien
und Fakten, die seitens der ZKBS zur Bewertung von ARG in GVP herangezogen wurden. Als
nationales Gremium flr Fragen der Sicherheit von Gentechnik ist die ZKBS auch mit Stellung-
nahmen zur Sicherheitsbewertung von GVP befasst. Deshalb hat die ZKBS unter Beachtung
der international gefiihrten Diskussion um die Bedeutung von Antibiotika und unter Bertcksich-
tigung aktueller Forschungsergebnisse eine neue Stellungnahme zur Sicherheitsbewertung von
ARG im Genom von GVP erarbeitet. Diese Stellungnahme I6st die friher erarbeitete Stellung-
nahme vom Juli 1999 und die Aktualisierung vom Juni 2007 ab (ZKBS, 1999 und 2007). Auf-
grund der unterschiedlichen Bewertung der Bedeutung bestimmter Antibiotika fir die Human-
und Veterindrmedizin in verschiedenen Regionen der Welt tritt dieser Faktor zurtick hinter die
Bedeutung der Faktoren

« Wabhrscheinlichkeit des HGT von ARG aus GVP auf Bakterien und
e Verbreitung von ARG in der Umwelt.

Die vorliegende Stellungnahme ist auf solche ARG bezogen, die in den letzten Jahren in der EU
in Verbindung mit Antrédgen zur Genehmigung des Inverkehrbringens von GVP relevant waren.
Sie umfasst die Bewertung der ARG nptll, aadA, blargw: und tetA, weil sie als intakte Gene
oder in Form funktionsloser Bruchstiicke in GVP enthalten sind.

2. Wissenschaftliche Bewertung der Mdglichkeit eine s horizontalen Gentransfers (HGT)
von ARG aus GVP auf Bakterien und der Verbreitungd er Resistenzgene in der Umwelt

Zur Bewertung der Sicherheit von bakteriellen ARG im Genom von GVP bedarf es einer Ab-
schatzung der Wahrscheinlichkeit eines HGT der ARG aus diesen Pflanzen auf Bakterien. Wei-
ter ist der Effekt eines eventuellen Transfers auf die bereits vorhandene Verbreitung von bakte-
riellen ARG in der Umwelt zu beachten.

Zur Abschéatzung eines HGT von Pflanzen auf Bakterien betrachtet der erste Teil dieses Ab-
schnittes die verschiedenen Mechanismen des lateralen Transfers von Genen und trifft eine
Einschatzung der Wahrscheinlichkeit eines HGT von GVP auf Bakterien. Diese Wahrschein-
lichkeit wird mit der natlrlichen Frequenz des HGT zwischen Bakterien verglichen. Die Auswir-
kungen eines mdglichen Transfers von bakteriellen ARG aus dem Genom von GVP auf Bakte-
rien werden im zweiten Teil dieses Abschnittes betrachtet. Dabei wird die Entstehung neuer
resistenter Organismen durch den HGT zwischen Bakterien gleicher und verschiedener Arten
und durch Mutationen beriicksichtigt. Die vorhandene Verbreitung von bakteriellen ARG in Bak-
terien wird dem putativen HGT von GVP auf Bakterien gegeniibergestellt.

2.1. Wahrscheinlichkeit eines HGT von GVP auf Bakte rien

Der HGT bei Bakterien kann tber verschiedene Mechanismen erfolgen und wird als eine der
treibenden Krafte fur die genetische Anpassung dieser Organismen an eine veranderte Umwelt
angesehen. HGT hat Uber evolutionéare Zeitrdume hinweg die Struktur der bakteriellen Genome
mitgeformt. In der Entwicklungsgeschichte von Escherichia coli fanden z.B. wahrend 100 Millio-
nen Jahren etwa 234 HGT-Ereignisse statt, die sich bis heute im Genom erkennen lassen
(Lawrence and Ochman, 1998). Daraus folgt, dass dauerhaft nachweisbare HGT-Ereignisse
selten sind.

Fur die Sicherheitsbewertung von bakteriellen ARG im Genom von GVP und dem potentiellen
Risiko eines HGT von Pflanzen auf Bakterien ist der Mechanismus der Transduktion zu ver-
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nachlassigen. Es sind keine Viren bekannt, die gleichzeitig Pflanzen und Bakterien als Wirte
haben und genetisches Material Ubertragen kénnten. Entsprechendes gilt fir den Mechanismus
der konjugativen Ubertragung von DNA aus Pflanzen auf Bakterien. Es sind keine geeigneten
autonom oder passiv mobilisierbaren genetischen Elemente in Pflanzen bekannt, die konjugativ
auf Bakterien Gbertragen werden kdnnen.

Am ehesten kann der Prozess der natirlichen Transformation von Bakterien eine Mdglichkeit
der Ubertragung von DNA aus Pflanzen auf Bakterien sein. Transformation ist die Aufnahme
freier DNA und deren stabile Integration in Bakterienzellen. Fir einen solchen Vorgang wéren
folgende Schritte erforderlich:

1. Entlassung von DNA aus GVP-Zellen in die Umgebung (z.B. Boden, Wasser, Verdau-
ungstrakt);

2. Anwesenheit von Bakterien, die im DNA-aufnahmefahigen Zustand (Kompetenz) sind;
3. Kontakt von intakter Pflanzen-DNA mit den Zellen und Aufnahme in die Zellen;

4. Integration der Pflanzen-DNA in das Genom der Zellen durch Rekombination oder Etablie-
rung der DNA als autonom replizierendes Plasmid;

5. Uberdauerung der Zellen, Vermehrung und Expression der integrierten DNA.

Die Transformation von Bakterien mit DNA aus GVP oder anderer DNA mit bakteriellem ARG
wurde in zahlreichen Studien experimentell untersucht. Ubereinstimmend wurde berichtet, dass
ein HGT von bakteriellen ARG aus DNA-Sequenzen, wie sie in GVP vorliegen, auf Bakterien
mdglich ist, wenn homologe DNA-Regionen zum Antibiotika-Resistengen schon in den Bakteri-
en vorhanden waren (de Vries and Wackernagel, 1998; de Vries et al., 2001; de Vries et al.,
2003; Gebhard and Smalla, 1998; Iwaki and Arakawa, 2006; Kay et al., 2002; Meier and Wa-
ckernagel, 2003; Nielsen et al., 2000; Tepfer et al., 2003). Die homologe Region erméglichte die
Integration der Ubertragenen bakteriellen ARG durch homologe Rekombination. In all diesen
Studien konnte bei Abwesenheit der homologen Region im Bakteriengenom kein Transfer
nachgewiesen werden. Dabei lag die Detektionsgrenze bei maximal 10! (Transformationser-
eignisse pro Bakterienzelle).

Kirzlich wurde erstmalig der HGT eines bakteriellen ARG in Abwesenheit einer homologen Se-
quenz in den Bakterien mit einer Haufigkeit von 7 x 10™ beobachtet. Sie war damit 10*-fach
niedriger war als in Gegenwart einer homologen Sequenz (Hulter and Wackernagel, 2008).
Diese Haufigkeit wurde in einem optimierten Laborexperiment erhalten, bei dem eine maximal
kompetente Reinkultur von Bakterien mit einer konzentrierten Losung aus DNA-Abschnitten, die
alle das Resistenzgen enthielten, behandelt wurde. Diese sehr geringe Haufigkeit aus dem op-
timierten Laborexperiment wiirde sich bei der Ubertragung eines bakteriellen ARG aus GVP
und unter nattirlichen Bedingungen noch weiter verringern, weil

a) die Konzentration des Resistenzgens allein schon durch die tGbrige Pflanzen-DNA (Genom
und Plastom) sehr stark (ca. 10°-fach) verringert wird,

b) nur von ca. 1 % aller heute identifizierten Bakterien bekannt ist, dass sie in bestimmten
Wuchsphasen transformierbar sind (de Vries et al., 2004) und

c¢) die Transformation unter natirlichen Bedingungen (z.B. im Boden) mit viel geringerer Effi-
zienz ablauft als im optimierten in vitro-Experiment.

Mehrere Ursachen fihren sehr wahrscheinlich zu weiteren Erniedrigungen der Transformati-
onschance. Dazu zahlen die relativ kurzen Halbwertszeiten von freier DNA in Bdden (ca. 9 bis
28 h; Blum et al., 1997; Recorbet et al., 1993; Romanowski et al., 1992; Romanowski et al.,
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1993; Wackernagel, 2006; Widmer et al., 1997), in Gewassern (ca. 1 min bis wenige Stunden;
Fibi et al., 1991; Lorenz and Wackernagel, 1994; Paul et al., 1989; Phillips et al., 1989) und im
Verdauungstrakt (wenige Sekunden bis einige Stunden; (Einspanier et al., 2001; Hohlweg et al.,
2001; Klotz et al., 2002; Mercer et al., 2001; Schubbert et al., 1994; Sharma et al., 2006; van
den Eede et al., 2004) wegen der in all diesen Habitaten anwesenden DNA abbauenden Enzy-
me (DNasen). Auch die Prozessierung von Nahrungsmitteln aus Pflanzen fihrt zur Degradie-
rung von DNA (van den Eede et al., 2004). AuRerdem sind die ARG in GVP meist mit pflanzli-
chen Regulationssequenzen (Promotoren) ausgestattet, die eine Expression der Gene in Bakte-
rien oft verhindern oder stark abschwéchen (Lewin et al., 1998; Jacob et al., 2002).

Unter Berlcksichtigung aller dieser Fakten ergibt sich eine Erniedrigung der unter optimierten
Bedingungen gefundenen Transformationsfrequenz von 7 x 102 auf extrem geringe Werte (ca.
10° oder niedriger) fur den putativen Transfer eines bakteriellen ARG von GVP auf Bakterien.
Demnach ist dieser theoretisch mdgliche Transfer durch Transformation von Bakterien gegen-
uber der natirlichen Ubertragung von bakteriellen ARG zwischen Bakterien in der Umwelt, z.B.
durch Konjugation, mit Haufigkeiten von 10 bis 10® (Drége et al., 1998), um den Faktor von
etwa tausend Milliarden (10*%) niedriger.

Fur einen HGT von Pflanzen auf Bakterien wurden keine Hinweise bei Untersuchungen von
Bodenbakterien aus Anbauflachen von GVP erhalten (Badosa et al., 2004; Demanéche et al.,
2008; Gebhard and Smalla, 1999). Ebenso liel3 sich, auRer Konjugation, kein anderer HGT im
Verdauungstrakt von Tieren nachweisen (van den Eede et al., 2004; Licht et al., 2002; Alper et
al., 2003). Lediglich die experimentelle Transformation von Streptococcus gordonii mit Plasmid-
DNA in der menschlichen Mundhéhle wurde berichtet (Mercer et al., 2001).

2.2. Verbreitung von Antibiotika-Resistenzen in der Umwelt

Trotz der aul3erst geringen Wahrscheinlichkeit eines HGT von GVP auf Bakterien wird die Mog-
lichkeit dieses Ereignisses in der Sicherheitsbewertung nicht ignoriert. Sie wird gegen die be-
reits vorhandene Verbreitung von Resistenzen gegen das entsprechende Antibiotikum abgewo-
gen.

Viele Antibiotika sind naturliche Produkte des Sekundarmetabolismus von Mikroorganismen. Im
Falle der Sensibilitat gegen das eigene Antibiotikum missen sich diese Mikroorganismen gegen
einen potenziellen Selbstmord durch ihre eigenen Antibiotika schitzen, z.B. mit Hilfe von Re-
sistenzgenen oder chromosomalen Mutationen. Unabhangig von den Antibiotika-Produzenten
haben sich auch bei anderen Mikroorganismen Antibiotika-Resistenzen als evolutive Antwort
auf das natirliche Auftreten von Antibiotika gebildet. Als Konsequenz gibt es fir jedes naturli-
che Antibiotikum Resistenzen in der Natur, die in den meisten Fallen auf chromosomalen Muta-
tionen oder auf den durch mobile genetische Elemente Ubertragenen Resistenzgenen beruhen
(Aminov and Mackie, 2007; Courvalin, 2008). Seit der Entdeckung der Ubertragung von Resis-
tenzdeterminanten durch konjugative Plasmide und Transposons wird die Konjugation zwischen
Bakterien als der entscheidende Verbreitungsmechanismus von bakteriellen ARG angesehen
(Watanabe, 1963; Courvalin, 2008).

Untersuchungen bestatigen, dass in Umwelthabitaten, wie Boden oder Wasser, ARG in Bakte-
rien mit relativ groRer Haufigkeit vorkommen, selbst wenn die jeweiligen Antibiotika dort nicht
vom Menschen eingesetzt wurden (Seveno et al., 2002; Leff et al., 1993). Die folgende Aufzéh-
lung ist eine exemplarische Zusammenstellung solcher Untersuchungen:

« Ampicillin-Resistenzgene (z.B. blargy) wurden in 87,7 % von 576 Ampicillin-resistenten Isola-
ten aus landwirtschaftlich genutzten Bdden gefunden; die Haufigkeit von Ampicillin-
resistenten Bakterien in den getesteten landwirtschaftlich genutzten Boden aus Frankreich
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betrug 0,4 % - 8 %. In den hier untersuchten Béden, die nicht landwirtschaftlich genutzt wur-
den, war die Ampicillin-Resistenz sogar hther (Demaneche et al., 2008).

« Das Kanamycin-Resistenzgen nptll lag in 12,6 % von 355 Isolaten aus Wasser, Béden, Mist
oder Abwasser in Deutschland vor (Smalla et al., 1993).

» Tetrazyklin-Resistenzgene (z.B. tetL, tetT und tetW) wurden in Bakterien aus landwirtschaft-
lich genutzten Bdden aus der Schweiz, Deutschland und den USA sowie aus nicht genutzten
Bdden aus den USA gefunden (Ghosh and LaPara, 2007; Schmitt et al., 2006).

« Streptomycin-Resistenzgene [z.B. aph (3"), aph (6)-1d, aph (6)-1c, ant (3") und ant (6)] wur-
den in Organismen aus zahlreichen Proben aus Boden oder Wasser unterschiedlicher euro-
paischer Herkunft gefunden; vier der beobachteten Gene waren in 58 % der untersuchten
Habitate vertreten (van Overbeek et al., 2002).

e Streptomycin/Spectinomycin-Resistenzgene (aadA) fanden sich in Bakterienisolaten aus
Sedimenten der sibirischen Permafrostregionen (Mindlin et al., 2008; Petrova et al., 2008).

Laborexperimente zeigen, dass Gille und Mist den HGT auf Bodenbakterien generell ansteigen
lassen (Go6tz and Smalla, 1997; Smalla et al., 2000). In der Landwirtschaft gelangen Uber die
Diingung von Feldern mit Gille und Mist aus der Viehhaltung nicht nur Antibiotika in die Béden,
sondern auch Bakterien mit ARG und den entsprechenden mobilen genetischen Elementen
(Witte, 2000; Boxall et al., 2004; Binh et al., 2008; Ghosh and LaPara, 2007; Heuer and Smalla,
2007; Smalla et al., 2000).

Auch pathogene Bakterien zeigten haufig schon vor dem Einsatz von Antibiotika in der Medizin
Resistenzen gegen Antibiotika. So waren 2 % von 433 Enterobacteriaceaen, die zwischen 1917
und 1954 isoliert wurden, resistent gegen Tetrazyklin (Hughes and Datta, 1983).

Die mittlerweile weltweite Verbreitung von bakteriellen Antibiotika-Resistenzen in pathogenen
und kommensalen Bakterien, wahrscheinlich als eine Folge der Anwendung von Antibiotika in
der Medizin, ist sehr gut belegt:

* Von 49 multiresistenten Acinetobacter baumannii-Isolaten aus verschiedenen europaischen
Krankenh&usern enthielten 75 % tetA oder tetB (Huys et al., 2005).

* In 105 multiresistenten klinischen Isolaten von Escherichia coli 0111 aus Deutschland, USA,
Australien und anderen Landern enthielten die identifizierten Integrons neben anderen bakte-
riellen Antibiotika-Resitenzgenen auch tetA (86 %), blatgm (94 %) und aadAl-&hnliche Gene
(66 %) (Guerra et al., 2006).

* Von 135 Antibiotika-resistenten Salmonella enterica-lsolaten aus klinischen und anderen
Proben in Brasilien besalRen 56 Integrons mit verschiedenen bakteriellen ARG; von den Iso-
laten besal3en 18,5 % tetA, 59,3 % blargy und 32,6 % aadA (Peirano et al., 2005).

Diese Aufzéhlung lasst sich durch eine Reihe von weiteren Studien fortsetzen (z.B. Bartoloni et
al., 2006; Pallecchi et al., 2008; Brenciani et al., 2004; Cabrera et al., 2004; Zolezzi et al.,
2007). In Deutschland und anderen européischen Landern werden Antibiotika-Resistenzen in
einer Anzahl von pathogenen Bakterien durch Antibiotika- und Resistenz-Uberwachungs-
programme erfasst und zeigen ebenfalls eine weite Verbreitung und hohe Abundanz von Anti-
biotika-Resistenzen (GERMAP, 2008; Ferech et al., 2006; Danish Zoonosis Institute and Danish
Veterinary Institute, 2001; EARSS, 2006).

Die globale Verbreitung von ARG in Bakterien, die von Tieren aus der Viehzucht oder Fleisch
isoliert wurden, ist ebenfalls gut dokumentiert.
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« Von 30 Salmonella-Isolaten aus Schweinen in China (2001-2003) trugen 93 % wenigstens
ein ARG (Ma et al., 2007).

¢ Von 123 Salmonella-lIsolaten aus Hithnern, Schweinen und Puten in der tschechischen Re-
publik waren 83 % resistent gegen Streptomycin, 83 % gegen Ampicillin, 55 % gegen Chlor-
amphenicol, 74 % gegen Tetrazyklin und 4 % gegen Kanamycin (Havlickova et al., 2008).

* Von 317 Escherichia coli-Isolaten, die in Deutschland in den Jahren 1999-2001 aus Rindern,
Schweinen und Gefligel erhalten wurden, waren 40 % resistent gegen Antibiotika, wobei die
Resistenzen gegen Sulfmethoxazol, Tetrazyklin oder Streptomycin (28 %-30 %) und Ampicil-
lin oder Spectinomycin (15 %-19 %) am starksten vertreten waren (Guerra et al., 2003).

* Von 133 Salmonellen, die von Fleisch aus dem Einzelhandel in den USA und China isoliert
wurden, waren 55 % resistent gegen ein Antibiotikum und 23 % multiresistent (Chen et al.,
2004).

In den hier beispielhaft aufgefiihrten Untersuchungen wurden ARG wie satl, tetA, tetB, nptl,
nptll, blapsg 1, blarem; 0oder aadA gefunden. Einige dieser ARG waren in Integrons organisiert,
weshalb die Stamme mit Integrons multiple Resistenzen gegen Antibiotika zeigten.

Die Untersuchung von Stichproben von probiotischen und als Starterkulturen in der Lebensmit-
telindustrie verwendeten Bakterien der Gattungen Lactobacillus, Weissella und Bifidobacterium
afrikanischer und europaischer Herkunft zeigte, dass in diesen Bakterien ARG wie nptll, nptlll,
aadA, aadE, tetS oder gyrA weit verbreitet sind (Ouoba et al., 2008).

Die ubiquitare Verbreitung von Antibiotika-Resistenzen in den beiden Hauptreservoiren Tier und
Mensch und ihre damit verbundene globale Verbreitung durch Massentourismus, industrielle
Viehhaltung und internationale Warenstrome, ist durch eine Reihe weiterer Untersuchungen
belegt (Miko et al., 2005; Guerra et al., 2006; Peirano et al., 2005; Travis et al., 2006; Heuer et
al., 2002; Levy and Marshall, 2004; Molla et al., 2007). Dabei wird der durch den Einsatz von
Antibiotika aufgebaute Selektionsdruck als eine der wichtigen Triebfedern zur Ausbreitung von
ARG auf mobilen genetischen Elementen gesehen.

Der HGT eines der bakteriellen ARG nptll, aadA, blatgv.; und tetA aus GVP auf Bakterien in
einem Habitat stellt dann keinen speziellen Selektionsvorteil mehr dar, wenn die Resistenz in
dem Habitat bereits verbreitet ist, z.B. in Form von ARG oder chromosomalen Mutationen. In
diesem Fall gelangt das Gen lediglich zurtick in seinen nattrlichen, global verbreiteten Genpool
(Bennett, 2008). Ein mit sehr geringer Wahrscheinlichkeit eventuell stattfindender HGT von
Pflanzen auf Bakterien in der Umwelt oder dem Intestinaltrakt von Mensch und Tier kann die
Resistenzsituation gegen die betroffenen Antibiotika nicht in einer Weise veréandern, dass ein
Risiko fur Menschen, Tiere, Pflanzen oder die Umwelt zu beflirchten ware.

3. Schlussfolgerungen aus der wissenschaftlichen Ub erprufung

Die wissenschaftliche Sicherheitsbewertung fiir die bakteriellen ARG nptll, aadA, blatgv.; und
tetA in GVP zeigt, dass die Verwendung dieser Gene keine schadlichen Auswirkungen auf die
Gesundheit von Menschen, Tieren, Pflanzen und Umwelt erwarten lasst. Aul3er den in der Stel-
lungnahme aufgefihrten Daten zur gegenwartigen Verbreitung dieser vier Gene sind im An-
hang zu dieser Stellungnahme weitere Angaben als allgemeine Information zu diesen ARG und
den korrespondierenden Antibiotika zu finden.

In Laborexperimenten unter artifiziellen Bedingungen konnte ein HGT von bakteriellen Sequen-
zen, wie sie in GVP vorliegen, auf Bakterien durch Transformation provoziert werden, wenn
auch nur mit der sehr niedrigen Frequenz von ca. 10™. Diese durch die optimierten Laborbe-
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dingungen forcierte Transformationsfrequenz liegt 10° - 102 mal niedriger als der natiirlich statt-
findende relativ haufige HGT durch Konjugation zwischen Bakterien in der Umwelt (10*-10®). In
der Natur wurde ein HGT von bakteriellen ARG aus GVP auf Bakterien nicht nachgewiesen. Die
hier durchgefihrte Wahrscheinlichkeitsabschatzung eines solchen HGT geht fiir dieses Ereignis
von einer Haufigkeit von weniger als 10?° aus. Diese &uRerst geringe Frequenz ist mit den ge-
genwartig zur Verfiigung stehenden Techniken experimentell nicht Gberprifbar und stellt eine
Abschatzung fir das eventuelle Auftreten eines solchen Ereignisses dar. Die evtl. zu erwarten-
de, geringe Transferchance (<10?°) muss ebenfalls mit der weitaus héheren Chance fiir einen
HGT durch Konjugation in der Umwelt (10™-10®) verglichen werden (mindestens 10* - 10*° mal
niedriger). Die Sicherheitsbewertung von bakteriellen ARG in GVP geht gleichwohl von einem
mdglichen Vorkommen eines HGT der Resistenzgene aus den Pflanzen auf Bakterien aus und
wertet die sich ergebenden Konsequenzen vor dem Hintergrund der bereits vorliegenden all-
gemeinen Verbreitung von Antibiotika-Resistenzen und der Verbreitung von einzelnen bakteriel-
len ARG, wie blargn.1, Nptll, aadA und tetA.

Die wissenschatftliche Literatur zeigt, dass Antibiotika-Resistenzen mit dem Auftreten von Anti-
biotika in der Natur vorkommen. Antibiotika und Antibiotika-Resistenzen spielen eine wichtige
Rolle im Wettstreit von Mikroorganismen um Habitate und Nahrstoffe. Das Entstehen von resis-
tenten Mikroorganismen wird hauptsachlich durch zufallig auftretende Mutationen und die hau-
figer auftretende Ubertragung von mobilen genetischen Elementen (z.B. konjugativen Plasmi-
den oder Transposons) mit ARG verursacht. Selektionsdruck durch Antibiotika kann die Anrei-
cherung von mobilen genetischen Elementen mit ARG in Mikroorganismen-Gemeinschaften
verstarken. Durch den intensiven Einsatz von Antibiotika in der Human- und Veterindrmedizin
als auch in der Landwirtschaft wurde die globale Verbreitung von Resistenzen gegen alle ge-
nutzten Antibiotika und z.T. auch gegen nicht eingesetzte Antibiotika in den letzten 60 Jahren
gefordert. Eine sehr grof3e Zahl von Untersuchungen belegt die Existenz eines weltweiten Gen-
pools von bakteriellen ARG, darunter auch die hier ndher betrachteten Gene blargy.1, nptll,
aadA und tetA. Der mogliche HGT solcher ARG aus GVP auf Bakterien hat aufgrund seiner
Seltenheit und angesichts der globalen Verbreitung und groRen Haufigkeit von Resistenzdeter-
minaten gegen Antibiotika keine erkennbare Erhéhung der Gesamthaufigkeit zur Folge. Da-
durch ergibt sich auch keine nachteilige Auswirkung auf die Bekampfung von pathogenen Bak-
terien mit Hilfe von Antibiotika und das Gleichgewicht zwischen sensiblen und resistenten Mik-
roorganismen in ihren Habitaten.

Die 1999 von der ZKBS vorgenommene Einteilung der ARG in Gruppen war unabhéngig von
einem mdoglichen HGT der Resistenzgene und allein der therapeutischen Bedeutung des jewei-
ligen Antibiotikums entsprechend erfolgt. Die weltweit unterschiedlichen und sich andernden
Regimes zur Therapie von Infektionen mit Antibiotika lassen eine allgemeingtiltige Einteilung
von Antibiotika in Gruppen entsprechend ihrer Bedeutung und damit eine Gruppierung ihrer
Resistenzgene nicht mehr als sinnvoll erscheinen. ARG in GVP werden von der ZKBS zukinftig
in einheitlicher Weise (ohne die Beriicksichtigung der 1999 aufgestellten Gruppen) in die Si-
cherheitshewertung dieser Pflanzen einbezogen. Gleichzeitig ist in die jetzt vorgenommene
Sicherheitsbewertung des HGT von ARG aus GVP auf Bakterien der neue wissenschaftliche
Erkenntnisgewinn eingeflossen. Dies hat zu der Schlussfolgerung geftihrt, dass solche HGT-
Ereignisse, falls sie stattfinden, in ihrem Gewicht vernachlassigbar sind gegentiber den natirli-
chen Prozessen ihrer Ubertragung und Neuentstehung und der natiirlichen Prasenz dieser Re-
sistenzgene in der globalen Mikroorganismen-Gesellschaft.
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Anhang: Informationen zu einzelnen ARG und den korr  espondierenden
Antibiotika

Al. Aminoglykoside

Aminoglykoside haben einen begrenzten Wert in der antimikrobiellen Therapie der Humanme-
dizin. In der GERMAP-Studie 2008 wird festgestellt, dass in Krankenhdusern wenig Aminogly-
koside verwendet werden. Unter den fur gesetzlich Versicherte ambulant verschriebenen Anti-
biotika tauchen Aminoglykoside gar nicht auf (GERMAP, 2008). Im European Surveillance of
Antimicrobial Consumption-Report werden die Aminoglykoside in der kleinen Gruppe ,Others*”
zusammen mit anderen Antibiotika aufgefuhrt (Ferech et al., 2006).

Die geringe Bedeutung in der Humanmedizin liegt zum einen in der Applikationsform — aul3er
auf dem parenteralen Weg kdnnen sie nur topisch (insbes. Haut, Auge, Darmlumen) bzw. nach
Verneblung in den Atemwegen wirkend verabreicht werden (Stille et al., 2006). Zudem werden
sie bei allen parenteralen Anwendungen nur in Kombination mit anderen Antibiotika eingesetzt,
nie als Monotherapeutikum (Vogel et al., 2004; Scholz et al., 2004). Heute lassen sich gleich
wirksame Kombinationstherapien in praktisch allen Fallen auch mit anderen Wirkstoffklassen
durchfiihren (Ho and Barza, 1987; Dupont et al., 2000; Yildirim et al., 2008; Bliziotis et al.,
2005).

Bei der topischen Monotherapie mit Aminoglykosiden spielen fur die laufende Therapie Resis-
tenzentwicklungen oder bereits vorhandene Resistenzen keine Rolle, weil lokal mit sehr hohen
Antibiotikumskonzentrationen gearbeitet werden kann, die weit Uber den fir Patienten vertragli-
chen Gewebespiegeln liegen.

Zum anderen wirken Aminoglycoside Dosis-abhéngig Oto- und Nephro-toxisch sowie lahmend
auf die neuro-muskulare Endplatte (z.B. Amikacin) (Stille et al., 2006). Allein wegen dieser Ne-
benwirkungen sind sie vielen moderneren Antibiotika unterlegen.

Kanamycin wird als potentielles Reserveantibiotikum bei Infektionen mit multiresistenten M.
tuberculosis gesehen. Allerdings ist es neben Amikacin oder Capreomycin nur eines von meh-
reren mdoglichen Reserveantibiotika. Zudem ist zu beriicksichtigen, dass die Kanamycinre-
sistenz bei M. tuberculosis meist chromosomal durch Punktmutationen im 16S rRNA-Gen be-
dingt ist. Diese Bakterien sind nicht natirlich kompetent, weshalb die Verfuigbarkeit des nptll-
Gens in der Umgebung fir die Resistenzentwicklung bedeutungslos ist. Auch von anderen in-
trazellularen Pathogenen (z.B. Mycobacterien, Chlamydien, Rickettsia, Coxiella und Ehrlichia)
ist nicht bekannt, dass sie unter nattrlichen Bedingungen DNA austauschen (Courvalin, 2008).

Streptomycin und Spectinomycin werden nur begrenzt in der Humanmedizin zur Behandlung
von Tuberkulose (Streptomycin), der Gonorrhoe (Spectinomycin), bei Tularamie oder Brucello-
se bzw. in Kombination mit B-Laktamantibiotika zur Therapie von durch Enterokokken verur-
sachter Endokarditis eingesetzt.

Al.1. Das nptll-Gen

Das nptll-Gen stammt von dem Transposon Tn5 aus Escherichia coli K12 (Berg et al., 1975)
und kodiert fir eine Neomycin-Phosphotransferase. Die Neomycin-Phosphotransferase ist eine
Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase des Typs Il (APH(3)Il), welche die ATP-abhéngige
Phosphorylierung der 3'-Hydroxyl-Gruppe des Aminohexose-Rings bestimmter Aminoglycosid-
Antibiotika katalysiert und sie damit inaktiviert. Das Enzym zeichnet sich durch eine hohe Sub-
stratspezifitat aus (Nap et al., 1992). Zu den Substraten der APH(3")IlI-Enzyme zahlen die Anti-
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biotika Kanamycin, Neomycin, Geneticin, Butirosin, Gentamicin A und B sowie Paromomycin.
Die in der Humanmedizin therapeutisch bedeutsamen Amikacin, Gentamicin (vorwiegend C;,
Ciq und C;) und sonstige Aminoglycoside und Aminocyclitole gehdren nicht zum Substratspekt-
rum der APH(3')-11-Enzyme (Davies, 1991; Stille et al., 2006; Trieu-Cuot et al., 1987).

Al.2. Das aadA [Strep */Spec®]-Gen

Das aadA-Gen [ant(3")-la; Strep™/SpecF] stammt aus dem Plasmid R538-1 von Escherichia coli
und kodiert fir eine Streptomycin-Adenyltransferase (Davis and Smith, 2008; Sanders and
Sanders, 1992). Tomalsky and Crosa (1987) wiesen das aadA-Gen auch auf dem Multiresis-
tenz-Transposon Tn1331 in Klebsiella pneumoniae nach. Die Streptomycin-Adenyltransferase
modifiziert die 3""-OH Position des Streptomycin-N-methyl-L-glucosamin-Rings bzw. eine 9-OH
Position des Spectinomycins.

A2. R-Laktame

Die B-Laktam-Antibiotika weisen alle in ihrer Strukturformel einen Laktam-Ring auf. Sie gehen
auf das Penicillin zurtick, das aus der Kultur des Schimmelpilzes Penicillium notatum isoliert
wurde. Sie wirken bakterizid, indem sie die Peptidoglykansynthese bei der Zellteilung hemmen.
Unterschiede in der Wirksamkeit begriinden sich vor allem auf unterschiedliche Affinitat und
Penetrationsfahigkeit. B-Laktam-Antibiotika werden heutzutage Uberwiegend halbsynthetisch
erzeugt.

Sowohl in der Human- als auch in der Tiermedizin bilden sie mit den Tetrazyklinen die am hau-
figsten und am vielféaltigsten angewandte Gruppe. Beim Menschen ist die Verwendung von Am-
picillin zur Behandlung von Atemwegsinfektionen weit verbreitet. Bei Infektionen, z.B. mit Ente-
rokokken oder mit Listeria monocytogenes, wird Ampicillin weiterhin als Mittel der Wahl betrach-
tet. In der Veterindrmedizin werden Ampicillin gegen Mastitis bei Rindern und Amoxycillin gegen
bakterielle Atemwegsinfektionen und Infektionen des Urogenitaltraktes bei Rindern, Schweinen
und Schafen eingesetzt. Amoxycillin wird auch zur Bek&mpfung von bakteriellen Erregern in
Hunden und Katzen angewendet.

Viele urspringlich empfindliche Krankheitserreger haben eine Resistenz gegen [(-Laktam-
Antibiotika entwickelt. Der Gebrauch von Ampicillin ist heute nur dann angezeigt, wenn zuvor
die Ampicillin-Sensitivitat im Test nachgewiesen wurde.

A2.1. Das blamem.1-Gen

Das blargm1-Gen kodiert fur die weit verbreitete TEM-1-3-Laktamase (Sanders and Sanders,
1992). Dieses Gen wurde zusammen mit dem Transposon Tnh3 (von dem Plasmid R7268) aus
einem bakteriellen Isolat von dem Patienten Thomas Edison Murphy (TEM) isoliert. Im moleku-
larbiologischen Sprachgebrauch wird es als amp' oder blargy.; bezeichnet und liegt auf einer
Reihe von Klonierungsvektoren vor (pBR322-Derivate, pUC-Serie etc.). Das Substratspektrum
des TEM-1-Enzyms umfasst hauptsachlich Ampicillin, Penicilin G und Amoxycillin. Neuere
Cephalosporine zeigen nur eine sehr geringe Empfindlichkeit gegen die blatgy.i-R-Laktamase.
Zudem ist das Enzym durch R-Laktamase-Hemmer wie Clavulanséure oder Tazobactam inhi-
bierbar. Jedoch kann bei E. coli eine hohe Expression von blargy.: Resistenz gegen Amoxicil-
lin/Tazobactam und gegen andere Kombinationen von [3-Laktam-Antibiotika mit 3-Laktamase-
Inhibitoren hervorrufen (Sanders and Sanders, 1992). Mutationen des bla-Gens (z.B.TEM-30
bis TEM-41) kénnen weiterhin dazu fuhren, dass die verdnderten Enzyme nur schwach durch
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Clavulansaure inhibierbar sind. Im Klassifizierungsschema von Bush et al. (1995) wurden sol-
che Varianten als eigene Unterklasse 2br eingefihrt.

Anfang dieses Jahrhunderts besalRen 35% der klinischen E. coli-Isolate eine Ampicillinresistenz
(Kresken et al., 1999). Diese war zu etwa 90% durch den (3-Laktamasetyp TEM-1 bedingt
(Livermore, 1995), der ebenfalls bei anderen Enterobakterien-Spezies sowie bei Haemophilus
und bei Neisseria gonorrhoeae nachgewiesen wurde.

Es ist anzunehmen, dass fast jeder Mensch, auch ohne 3-Laktam-Antibiotika exponiert zu sein,
im Intestinaltrakt E. coli-Zellen beherbergt, die das blargym.1-Gen besitzen.

A3. Tetrazykline

Tetrazykline gehéren zu den preiswertesten verfligbaren Antibiotika heutzutage. Das macht sie
besonders attraktiv fir die Anwendung in Entwicklungslandern mit begrenzten Gesundheits-
budgets. Aber auch in Deutschland und anderen europaischen Landern gehéren sie neben den
3-Laktam-Antibiotika zu den am haufigsten eingesetzten Antibiotika in der Human und Veteri-
narmedizin (GERMAP, 2008; Ferech et al., 2006).

Naturlicheweise synthetisieren Streptomyceten Tetrazykline als biogene Sekundarmetabolite
Uber einen Polyketid-Weg. Als tetrazyklische Stoffwechselprodukte blockieren sie die Bindung
der Aminoacyl-tRNA an die Akzeptorstellen der 30S-Untereinheit der Ribosomen und somit die
Verlangerung der Peptidkette (Chopra et al., 1992). lhre vergleichsweise geringe Toxizitat fur
den Menschen kann durch ihre selektive Interaktion mit bakteriellen Ribosomen, nicht aber mit
eukaryontischen Ribosomen erklart werden.

Seit Anfang der 50ger Jahre des letzten Jahrhunderts sind Tetrazykline beim Menschen haufig
zur Vorbeugung und Behandlung von allgemeinen Infektionen, besonders bei Atemwegser-
krankungen, verschrieben worden. Sie wurden bevorzugt zur Therapie von Pneumonien durch
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae und Chlamydia psittaci eingesetzt (Chopra
and Roberts, 2001). Mittlerweile werden oft Makrolide und neuere Quinolone fur die Bekamp-
fung von Infektionen mit Mycoplasmen und Chlamydien bevorzugt. Aufgrund der Entdeckung,
dass Tetrazykline zur Prophylaxe und Therapie von Malaria verwendet werden kdnnen, hat sich
ihre Anwendungsbandbreite in der letzten Dekade vergrof3ert. Besonders zur Behandlung von
Mefloguine-resistenten Plasmodium falciparum ist Doxycyclin das Mittel der Wahl (Bunnag et
al., 1996; Pradines et al., 2000; Schwarz and Regev-Yochay, 1999). Zusatzlich werden Tetra-
zykline eingesetzt, um Infektionen mit Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Leishmania ma-
jor, Trichomonas vaginalis und Toxoplasma gondii zu behandeln. Seit kurzem ist bekannt, dass
eine Tetrazyklin-Therapie von mit Nematoden-infizierten Tieren die Anzahl der erwachsenen
Wirmer und Microfilarien reduziert, was nahe legt, dass diese Gruppe von Antibiotika auch von
Vorteil bei der Behandlung von Menschen sein kdnnten, die mit Nematoden infiziert sind (Smith
and Rajan, 2000). Weil davon auszugehen ist, dass immer mehr Protozoen resistent gegen die
herkdbmmlichen antiparasitdren Medikamente werden, konnten Tetrazykline in den kommenden
Jahren starker zur Behandlung dieser Erkrankungen genutzt werden.

Tetrazykline haben eine Reihe weiterer Effekte, die ihr Einsatzgebiet beeinflussen. Sie wirken
z.B. entziindungshemmend und immunsupprimierend, hemmen Lipase und Collagenase-
Aktivitdten und férdern die Wundheilung. Diese Eigenschaften machen Tetrazykline auch fur die
Behandlung einer Vielzahl von nicht infektibsen Zustanden wie Akne oder Rosazea attrakiv
(Chaidemenos, 2001; Ramaswamy and Musser, 1998).
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In der Viehzucht werden Tetrazykline vor allem in den USA in subtherapeutischen Konzentrati-
onen als Wachstumsférderer eingesetzt (Georgetown University Center for Food and Nutrition
Policy, 1999). In Europa ist die Verwendung von Tetrazyklinen als Wachstumsfdérderer verbo-
ten. Auch in Aquakulturen von Lachs, Hummer und Wels werden Tetrazykline zur Kontrolle von
Infektionen angewandt (DePaola et al., 1988; Institute of Medicine, 1998).

Neben der Verwendung in der Tier- und Humanmedizin dienen Tetrazykline in der Landwirt-
schaft zur Bekampfung von bakteriellen Infektionen (z.B. Erwinia amylovara oder Xanthomonas
campestris) bei Nutzpflanzen auf Obst- und Palmenplantagen (Levy, 1992).

A3.1. Das tetA-Gen

Das tetA-Gen stammt vom dem Transposon Tnl0, welches aus Escherichia coli und verschie-
denen Enterobakterien stammt, und kodiert flr ein Membranprotein, das die Ausschleusung
von Tetrazyklinen bewirkt (Bryan, 1984; Postle et al., 1984). Die Ausschleusung von Tetrazyklin
in Form eines Tetrazyklin-Kationen-Komplexes erfolgt im Austausch gegen ein Proton.

TetA bildet zusammen mit den Proteinen TetB, TetC, TetD, TetE, TetG, TetH, Tetl, Tetd, TetZ
und Tet30 die erste von sechs Tetrazyklin-Transportproteingruppen. Die Einteilung in die Grup-
pen erfolgt aufgrund der Aminosaureidentitat und der Struktur. Die Tetrazyklin-Resistenzgene
der Gruppe 1 haben 41-78% Aminosaureidentitat und besitzen 12 membrandurchspannende
a-Helices und eine lange zentrale, nicht konservierte Schleife zwischen den Helices 6 und 7.

Alle Proteine dieser Gruppe kommen nur in Gram-negativen Bakterien vor, bis auf TetZ, wel-
ches auch in Gram-positiven Bakterien gefunden wurde (Tauch et al., 2000). Die Tetrazyklin-
Resistenzdeterminanten in Gram-negativen Bakterien bestehen immer aus Gruppen von zwei
Genen. Das eine Gen kodiert fir den Antiporter und das andere fir ein Repressorprotein. Beide
Gene werden durch Tetrazyklin reguliert. In Abwesenheit des Antibiotikums ist die Expression
beider Gene durch die Bindung des Repressors an die Uberlappende Promotor/Operator-
Region der entgegensetzt orientierten Gene blockiert. Erst durch Interaktion eines Tetrazyklin-
Mg?*-Komplexes mit dem Repressorprotein wird die Expression beider Gene aktiviert (Hillen
and Berens, 1994; Levy, 1984).

Seite 18 von 18



