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Geachte mevrouw Cramer,

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende de classificatie van een vijftal
schimmels (IG 05-113/04) deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren in welke pathogeniteitsklasse de schimmelsoorten
Aspergillus sojae, Trichoderma harzianum, Trichoderma viride, Glarea lozoyensis en
Chrysosporium lucknowense ingedeeld moeten worden. Tevens is de COGEM verzocht
te adviseren over het inperkingsniveau waarop werkzaamheden met deze schimmels
ingeschaald dienen te worden en over de mogelijke plaatsing van deze micro-
organismen in Bijlage 1 van de Regeling genetisch gemodificeerde organismen (ggo).
Bijlage 1 bestaat uit een lijst van micro-organismen die in principe niet pathogeen zijn
voor mens, dier of plant. Met de micro-organismen die in Bijlage 1 zijn opgenomen,
mag onder bepaalde voorwaarden op het laagste inperkingsniveau ML-I gewerkt
worden.

De aanvrager wil de bovenstaande schimmelsoorten transduceren met verschillende
genen, waarbij gezocht wordt naar genen die betrokken zijn bij DNA recombinatie.
Eventuele genetische gevolgen die de introductie van deze genen teweegbrengt, zullen
in kaart worden gebracht.

De COGEM is van mening dat de hierboven genoemde schimmelsoorten niet
pathogeen zijn voor mens, dier en plant. Zij adviseert daarom deze vijf schimmels in de
laagste pathogeniteitsklasse (klasse 1) in te delen. De COGEM acht het risico voor
mens en milieu verwaarloosbaar Klein bij uitvoering van de bovengenoemde
werkzaamheden op het laagste inperkingsniveau ML-1.




De door de COGEM gehanteerde overwegingen en het hieruit voortvloeiende advies
treft u hierbij aan als bijlage.

Hoogachtend,

——k—
Prof. dr. ir. Bastiaan C.J. Zoeteman
Voorzitter COGEM

c.cC. Dr. D.C.M. Glandorf
Dr. I. van der Leij

Dit advies is mede tot stand gekomen door de inbreng van Dr. T. Boekhout werkzaam bij
het Centraal Bureau voor Schimmelcultures.
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Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren in welke pathogeniteitsklasse de schimmelsoorten:
Aspergillus sojae, Trichoderma harzianum, Trichoderma viride, Glarea lozoyensis en
Chrysosporium lucknowense ingedeeld dienen te worden. Tevens is de COGEM verzocht te
adviseren over het inperkingsniveau waarop de door de aanvrager voorgenomen
werkzaamheden met deze schimmels ingeschaald moeten worden en over de plaatsing
van deze micro-organismen op Bijlage 1 van de Regeling genetisch gemodificeerde
organismen (ggo) (1).

In de Regeling ggo worden micro-organismen ingedeeld in vier pathogeniteitsklassen.
Deze indeling start met pathogeniteitsklasse 1, die gevormd wordt door apathogene
micro-organismen en loopt op tot pathogeniteitsklasse 4, de groep van hoog pathogene
micro-organismen.

Bijlage 1 is een lijst van micro-organismen die in principe niet pathogeen (apathogeen)
zijn voor mens, dier of plant. Deze bijlage is voor vergunningaanvragers van belang
omdat met deze micro-organismen onder bepaalde voorwaarden op het laagste
inperkingsniveau, ML-1, gewerkt mag worden. Dit is toegestaan wanneer voor het
vervaardigen van het ggo een veilig geachte vector gebruikt wordt en zich in deze vector
geen insertie bevindt die een potentieel gevaar voor mens en milieu vormt (1).
Voorbeelden van potentieel ‘gevaarlijke’ inserties zijn genen die coderen voor toxines,
virulentie- of pathogeniteitsfactoren en virale en cellulaire oncogenen.

Organismen die op bijlage 1 vermeld staan, voldoen in ieder geval aan één van de
volgende criteria (1):

1) Het micro-organisme behoort niet tot een soort waarvan vertegenwoordigers

bekend zijn die ziekteverwekkend zijn voor mens, dier of plant.

2) Het micro-organisme heeft een lange historie van veilig gebruik onder

omstandigheden waarbij geen bijzondere inperkende maatregelen zijn getroffen.

3) Het micro-organisme behoort tot een soort die wel vertegenwoordigers bevat van

klasse 2, 3 of 4, maar de stam in kwestie bevat geen genetisch materiaal dat
verantwoordelijk is voor de virulentie.

4) Het niet-virulente karakter van het micro-organisme is door middel van adequate

tests aangetoond.

In de huidige inschalingspraktijk wordt een micro-organisme als pathogeen gezien als
deze bij immuuncompetente mensen een ziekte kan veroorzaken. Opportunistische
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pathogenen, die een ziekte kunnen veroorzaken bij immuungecompromiteerde
individuen, worden als niet pathogeen (apathogeen) beschouwd en kunnen op bijlage 1
geplaatst worden.

Overweging

In onderstaande overweging wordt voor ieder schimmelsoort afzonderlijk uiteengezet
waarom desbetreffende schimmels volgens de COGEM in de aangegeven
pathogeniteitsklasse thuishoren. In de praktijk is het onderscheid tussen een apathogeen
en een opportunistisch pathogeen niet scherp gedefinieerd. Een opportunistisch
pathogeen kan een ziekte veroorzaken in personen met een verzwakt immuunsysteem. De
vraag is echter wanneer er sprake is van een daadwerkelijk verzwakt immuunsysteem. In
onderstaand advies zijn deze overwegingen meegewogen in het uiteindelijke oordeel.

Aspergillus sojae

Aspergillus sojae behoort binnen de Ascomycota tot de familie van de Trichocomacea.
Binnen het genus Aspergillus treft men soorten aan die toxines produceren, zogenaamde
aflatoxines, maar ook soorten die deze aflatoxines niet produceren. Aflatoxines worden in
verband gebracht met carcinogenese (2). Aspergillus soorten staan aan de ene kant
bekend om hun giftige bederf van voedsel en veevoeder en worden aan de andere kant
algemeen gebruikt voor de productie van enzymen en chemicalién.

A. sojae behoort tot de soorten die geen aflatoxines kunnen produceren. Deze
schimmelsoort bezit weliswaar het genencluster dat verantwoordelijk is voor de productie
van aflatoxine, maar het is door een puntmutatie in het regulatoire gen (AfIR), dat be-
trokken is bij de productie van aflatoxine niet meer in staat aflatoxine te produceren (3).

Azié kent een lange traditie van veilig gebruik van schimmelcultures zoals A. sojae
voor de productie van gefermenteerd voedsel als sake en sojasaus. De consumptie van
deze gefermenteerde producten wordt in Japan als veilig beschouwd (4).

In de literatuur bestaan geen aanwijzingen dat A. sojae pathogeen is voor planten,
dieren of mensen.

De ‘American Type Culture Collection’ (ATCC) en de ‘Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen’ (DSMZ) heeft A. sojae ingedeeld als een organisme
van pathogeniteitsklasse 1 (5, 6).

Gezien het bovenstaande adviseert de COGEM A. sojae als apathogeen micro-
organsime te classificeren (pathogeniteitsklasse 1).

Trichoderma harzianum

De ascomyceet Trichoderma harzianum behoort tot de familie van de Hypocreaceae.
Deze schimmel komt algemeen voor in de bodem, op plantenmateriaal, ontbindende
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vegetatie en hout (7). In huizen wordt T. harzianum algemeen aangetroffen op muren en
in stof op de grond (8). De schimmel wordt echter nauwelijks aangetroffen in de lucht.
Het organisme komt voornamelijk voor als saprofyt, maar kan ook parasiteren op andere
schimmels. T. harzianum wordt veel gebruikt als zogenaamd bio-control agens voor
verschillende plantpathogene schimmels (9).

Er zijn bij de COGEM geen publicaties bekend waaruit blijkt dat T. harzianum
pathogeen is voor planten.

Voor zoogdiercellen zijn er in vitro enkele nadelige effecten van een infectie door T.
harzianum waargenomen (10, 11 en 12). In vivo heeft een kortdurende blootstelling van
mensen aan een hoge concentratie sporen van deze schimmel echter geen klinisch effect
(13). Een infectie van mensen door Trichodermae is zeer zeldzaam en beperkt zich tot
gelokaliseerde infecties (14 en 16). In de literatuur zijn slechts twee gevallen
gerapporteerd van een schimmelinfectie door T. harzianum in mensen. In het eerste geval
veroorzaakte de schimmel een buikvliesontsteking in een patiént die door nierproblemen
een continue buikdialyse onderging (17). In het andere geval betrof het een infectie van
een immuungecompromiteerde patiént na een niertransplantatie (18). In beide gevallen
zijn de patiénten overleden.

T. harzianum wordt door de ATCC, de DSMZ en het *‘Centraalbureau voor
Schimmelcultures” (CBS) in Nederland beschouwd als een organisme van
pathogeniteitsklasse 1 (5, 6 en 15).

Hoewel T. harzianum algemeen voorkomt in onze woonomgeving, blijkt de frequentie
waarmee mensen met deze schimmels geinfecteerd worden zeer laag. Bovendien worden
alleen mensen met een verzwakte gezondheid getroffen door een dergelijke infectie. De
COGEM is daarom van menig dat T. harzianum beschouwd dient te worden als een
opportunistisch pathogeen. Zij merkt hierbij op dat T. harzianum wel pathogeen is voor
andere schimmelsoorten. Micro-organismen in de Regeling ggo worden echter
ingeschaald op basis van pathogeniteit voor mens, dier of plant. Pathogeniteit voor micro-
organismen valt hier buiten. Derhalve adviseert de COGEM T. harzianum in te delen in
pathogeniteitsklasse 1.

Trichoderma viride
Net als T. harzianum behoort de ascomyceet T. viride tot de familie van de Hypocreaceae
en kan het worden gebruikt als antagonist om gewassen te beschermen tegen schimmels
(8, 19 en 20). T. viride wordt vaak aangetroffen in de lucht en is een van de meest
wijdverspreid voorkomende bodemschimmels. Deze saprofytische schimmel komt voor
op plantenmateriaal zoals hooi, stro en zaden (8).

Er zijn de COGEM geen wetenschappelijk studies bekend waaruit blijkt dat T. viride
pathogeen is voor planten.
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In de literatuur zijn vier gevallen gerapporteerd van T. viride infecties in mensen Het
betreft twee patiénten met een infectie van de longen, één patiént met een
buikvliesontsteking en één met een leverontsteking (14). De longontsteking werd
aangetroffen in een patiént met leukemie en in een patiént met een chronische
longaandoening. Beiden konden worden genezen van deze schimmelinfectie door
medische behandeling. De buikvliesontsteking als gevolg van een T. viride infectie betrof
een 47-jarige man met een continue buikdialyse (16). In het geval van de gerapporteerde
leverontsteking was de patiént immuungecompromiteerd als gevolg van een
levertransplantatie.

T. viride wordt door de ATCC, het DSMZ en het CBS beschouwd als een organisme
van pathogeniteitsklasse 1 (5, 6 en 15).

T. viride wordt algemeen in onze omgeving aangetroffen. Dit heeft slechts in een
beperkt aantal gevallen tot een infectie bij mensen geleid, waarbij het mensen betrof met
aanwijsbare gezondheidsproblemen. Hierbij vraagt de COGEM zich tevens af of de
beschreven infecties ook daadwerkelijk door T. viride zijn veroorzaakt, aangezien het
groeioptimum van deze schimmelsoort bij 30°C ligt. Bovendien lijken de Trichoderma
soorten morfologisch sterk op elkaar en is er in geen van de beschreven gevallen
moleculaire diagnostiek uitgevoerd om de identiteit van de schimmel te bepalen.

Gezien het bovenstaande concludeert de COGEM dat T. viride beschouwd dient te
worden als opportunistisch pathogeen. Zij adviseert deze schimmelsoort daarom in te
delen in pathogeniteitsklasse 1.

Chrysosporium lucknowense

De schimmel Chrysosporium lucknowense behoort binnen de Ascomycota tot de familie
Onygenaceae. Deze schimmelsoort is voor het eerst aangetroffen in een bodemmonster
afkomstig uit Lucknow in India (21). Deze soort wordt ook aangetroffen op haren en
veren van in het wild levende zoogdieren en vogels en wordt daardoor tot de keratinofiele
schimmels gerekend (22). C. lucknowense produceert een breed scala aan enzymen die de
biodegradatie van cellulose, hemicellulose en andere polysaccharides katalyseren. (23).
Hierdoor vormt het een interessant alternatief voor bekende schimmels als Aspergilus
niger, Aspergillus oryzae en Trichoderma. reesei voor grootschalige eiwit productie (24).
C. lucknowense wordt door de ATCC ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1 (5).

De COGEM heeft geen aanwijzingen dat C. lucknowense in verband kan worden
gebracht met infecties van dieren of mensen. Tevens zijn er geen aanwijzingen gevonden
om aan te nemen dat C. lucknowense als plantenpathogeen aangemerkt dient te worden.

Concluderend is de COGEM daarom van mening dat C. lucknowense geklassificeerd
dient te worden als apathogeen microorganisme (pathogeniteitsklasse 1).
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Glarea lozoyensis

Glarea lozoyensis behoort binnen de Ascomycota tot de familie van de Incertae sedis en
was oorspronkelijk bekend onder de naam Zalerion arboricola (25). Deze schimmel werd
als eerste geisoleerd uit de stam van een conifeer (26). G. lozoyensis staat met name
onder aandacht doordat deze schimmel zogenaamde pneumocandins produceert. Dit zijn
anti-schimmel verbindingen die in vivo werken tegen schimmelinfecties van
Pneumocystis, Candida en Aspergillus (27, 28).

G. lozoyensis wordt door de ATCC ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1 (5).

Bij de COGEM zijn geen gegevens bekend die G. lozoyensis in verband zouden
kunnen brengen met pathogeniteit in plant, mens of dier. Zij is dan ook van mening dat
deze schimmelsoort als apathogeen geclassificeerd dient te worden en adviseert deze
schimmelsoort in te delen in pathogeniteitsklasse 1.

Advies

Op basis van bovenstaande overwegingen is de COGEM van mening dat geen van de
schimmelsoorten: A. sojae, T. harzianum, T. viride, G. lozoyensis en C. lucknowense
pathogeen is voor mens, dier of plant. Deze schimmels kunnen derhalve als micro-
organismen van pathogeniteitsklasse 1 aangemerkt worden. Opgemerkt dient te worden
dat T. harzianum wel pathogeen is voor andere schimmels. Uitvoering van de
voorgenomen werkzaamheden met deze vijf schimmels op het laagste inperkingsniveau
(ML-I) acht de COGEM voldoende om het risico voor mens en milieu verwaarloosbaar
klein te houden.

Gezien het niet pathogene karakter van A. sojae, T. viride, G. lozoyensis en C.
lucknowense acht de COGEM het gerechtvaardigd om deze organismen in Bijlage 1 van
de Regeling GGO op te nemen. Door het pathogene karakter van T. harzianum voor
andere schimmels, doet de COGEM echter geen uitspraak over eventuele plaatsing van T.
harzianum op Bijlage 1. De COGEM zal ingaan op deze vraag bij de voorgenomen
herziening van Bijlage 1. Bij deze herziening zullen ook de criteria voor opname in
Bijlage 1 worden betrokken.
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