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Geachte heer Atsma,

Naar aanleiding van een adviesvraag over de classificatie van Listeria innocua en werkzaamheden
met een deletiemutant van deze bacterie, deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting

De COGEM is gevraagd te adviseren in welke pathogeniteitsklasse de bacterie Listeria innocua
ingedeeld dient te worden. Tevens is de COGEM verzocht te adviseren over de plaatsing van dit
micro-organisme op Bijlage 1 van de Regeling genetisch gemodificeerde organismen (ggo) en over
inschaling van werkzaamheden met een deletiemutant van deze bacteriesoort. 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 voorgenomen werkzaamheden zullen bestaan
uit het produceren van bacteriofagen waarbij de genetisch gemodificeerde L. innocua stam
WSLC2627 AflaA als gastheerorganisme gebruikt zal worden.

L. innocua is alom in het milieu aanwezig en komt van nature als onschadelijke saprofyt op
vergane plantenresten voor. Incidenteel zijn er atypische L. innocua varianten beschreven die in
het bezit zijn van enkele functionele virulentiegenen. De COGEM is van mening dat deze
varianten beschouwd kunnen worden als opportunistische pathogenen die alleen ziekte kunnen
veroorzaken bij patiénten met een verzwakte weerstand. Zij is van mening dat L. innocua niet
pathogeen is en adviseert de bacterie in te delen in de laagste pathogeniteitsklasse (klasse 1).
Tevens acht zij de plaatsing van deze bacterie op Bijlage 1 van de Regeling ggo gerechtvaardigd.
Deletiemutant L. innocua WSLC2627 AflaA acht de COGEM verminderd fit vergeleken met wild
type L. innocua. De bacteriofaag die met behulp van deze mutant geproduceerd wordt, bezit geen
genen, eiwitten of andere factoren die een rol kunnen spelen in de pathogeniteit of virulentie van L.
innocua. Concluderend acht de COGEM de risico’s van de voorgenomen werkzaamheden onder
ML-I inperkingsniveau voor mens en milieu verwaarloosbaar klein.




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

Hoogachtend,

—ke—

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

c.c. Drs. H.P. de Wijs
Dr. I. van der Leij



Pathogeniteitsclassificatie en inschaling van werkzaamheden met
genetisch gemodificeerde Listeria innocua

COGEM advies CGM/120309-01

Inleiding
Naar aanleiding van een vergunningaanvraag door MICREOS B.V. te Wageningen, is de
COGEM gevraagd te adviseren in welke pathogeniteitsklasse de bacterie Listeria innocua
ingedeeld dient te worden. Tevens is de COGEM verzocht te adviseren over de plaatsing van dit
micro-organisme op Bijlage 1 van de Regeling genetisch gemodificeerde organismen (ggo) en
inschaling van werkzaamheden met een deletiemutant van deze bacteriesoort.

MICREOS B.V is een bedrijf dat onderzoek doet naar het toepassen van bacteriofagen in de
voedselindustrie.! In onderhavige aanvraag wil het bedrijf bacteriofagen opkweken en daarbij als
gastheerorganisme gebruik maken van de L. innocua deletiemutant.

Het bacterie geslacht Listeria
Listeria spp. zijn grampositieve bacterién die van nature als saprofyt voorkomen op vergane
plantenresten die zij als voedingsbron benutten. Ze worden veelvuldig in het milieu aangetroffen
(bodem, water, planten) en zijn daarnaast aanwezig in voedsel (vlees, vis, rauwe melkproducten,
groente).”>* De bacterién zijn in staat zich onder diverse ongunstige omstandigheden te
handhaven en te vermenigvuldigen, zoals onder hoge zoutconcentraties, hoge of lage temperatuur
(0- 45 °C) en zuur of basisch milieu (pH 4,5 — 9).?

Listeria soorten beschikken over één tot vijf flagellen (zweepdraden) waardoor de bacterie
zich naar energiebronnen kan verplaatsen en gevaarlijke stoffen kan vermijden (chemotaxis).* Met
behulp van zijn flagellen kan de bacterie zich aan zijn voedingsbron hechten en biofilms

Het geslacht Listeria omvat zes soorten: Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria ivanovii,
Listeria monocytogenes, Listeria seeligeri en Listeria welshimeri.**

Pathogeniteit
Er zijn twee ziekteverwekkende Listeria soorten: L. monocytogenes en L. ivanovii.
ivanovii is pathogeen voor bepaalde diersoorten (herkauwers), L. monocytogenes is pathogeen
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voor mens en dier. Besmetting vindt plaats via de voedselketen.

De ziekte listeriose kan tot abortus, vroeggeboorte, doodgeboorte en prenatale infecties leiden.
Daarnaast kan L. monocytogenes bij pasgeborenen, oudere mensen en immuun-
gecompromitteerden (pati€nten met verminderde weerstand) hersen(vlies)ontsteking en
bloedvergiftiging veroorzaken.>'” Infecties met L. monocytogenes kunnen een dodelijke afloop
hebben, maar bij gezonde mensen verloopt een infectie meestal mild en is zelf limiterend.>>'"'*"?

De soorten L. grayi, L. innocua, L. seeligeri en L. welshimeri worden beschouwd als niet
pathogeen.”'’ In de literatuur is één maal een door L. innocua veroorzaakte fatale bacteriémie bij
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de mens gerapporteerd. Het betrof een patiént die behandeld werd met corticosteroiden.'
Corticosteroiden werken ontstekingsremmend en onderdrukken het immuunsysteem.

Virulentiefactoren

Het ziekteverwekkende vermogen van L. monocytogenes en L. ivanovii wordt veroorzaakt door
het bezit van verschillende virulentiefactoren. Ze zijn in staat verschillende soorten gastheercellen
binnen te dringen, zich intracellulair te vermenigvuldigen en zich naar andere cellen te
verspreiden waarbij lysis (vernietiging) van de gastheercel optreedt.>* Dit proces treedt ook op
tijdens de fagocytose door macrofagen, waardoor de bacterie ontsnapt aan het immuunsysteem
van de gastheer.”'*"* Beide bacteriesoorten zijn in staat rode bloedcellen te lyseren (hemolyse).

In vergelijkende genoomsequentie-analyses is aangetoond dat genen en genclusters coderend
voor deze virulentiefactoren, afwezig zijn bij de apathogene, niet-hemolytische bacteriesoort L.
innocua.>'>'% In de literatuur zijn wel enkele atypische, hemolytische L. innocua varianten
beschreven.'” Deze stammen bevatten fragmenten van de L. monocytogenes en L. ivanovii
kenmerkende virulentiegenen en genclusters, wat de hemolytische eigenschap van deze varianten
verklaart. De varianten worden verondersteld afstammelingen van L. monocytogenes te zijn en

e . . 14.1
kunnen bij immuungecompromitteerden ziekte veroorzaken.'*"”

Pathogeniteitsklassen

De inschaling van werkzaamheden met genetisch gemodificeerde organismen is mede afhankelijk
van de pathogeniteitsklasse van het organisme. Daarom is het voor een correcte inschaling van de
werkzaamheden van belang te weten tot welke pathogeniteitsklasse een organisme behoort.
Volgens de ‘Integrale versie van de Regeling genetisch gemodificeerde organismen en het Besluit
genetisch  gemodificeerde organismen’ 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. De criteria voor indeling in pathogeniteitsklassen 1 en 2 zijn als
volgt gedefinieerd:

Een indeling in pathogeniteitsklasse 1 is van toepassing op een micro-organisme dat in ieder
geval voldoet aan een van de volgende voorwaarden:
- het micro-organisme behoort niet tot een soort waarvan vertegenwoordigers bekend
zijn die ziekteverwekkend zijn voor mens, dier of plant;
- het micro-organisme heeft een lange historie van veilig gebruik onder
omstandigheden waarbij geen bijzondere inperkende maatregelen worden getroffen;
- het micro-organisme behoort tot een soort die vertegenwoordigers bevat van klasse 2,
3 of 4, maar de stam in kwestie bevat geen genetisch materiaal dat verantwoordelijk is
voor de virulentie;
- van het micro-organisme is het niet-virulente karakter middels adequate tests
aangetoond.
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Een indeling in pathogeniteitsklasse 2 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen
een ziekte kan veroorzaken, waarvan het onwaarschijnlijk is dat die zich onder de bevolking
verspreidt, terwijl er een effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding bestaat, alsmede een
micro-organisme dat bij planten of dieren ziekte kan veroorzaken.

In de huidige inschalingspraktijk wordt een micro-organisme als pathogeen gezien als deze bij
mensen met een normaal functionerend immuunsysteem ziekte kan veroorzaken. Opportunistische
pathogenen, die uitsluitend ziekte kunnen veroorzaken bij individuen met een verzwakt
immuunsysteem, worden in de regel als niet pathogeen beschouwd. Zij kunnen, als aan één van de
voor pathogeniteitsklasse 1 geldende voorwaarden is voldaan, in klasse 1 ingedeeld worden.

Bijlage 1

Bijlage 1 van de Regeling ggo is een lijst van micro-organismen die in principe niet pathogeen
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-I,
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.'® Voorbeelden van potentieel ‘gevaarlijke’ inserties zijn genen
die coderen voor toxines, virulentie- of pathogeniteitsfactoren en virale en cellulaire oncogenen.
Micro-organismen die op Bijlage 1 vermeld staan, behoren tot pathogeniteitsklasse 1.

Eerder COGEM advies

Recent heeft de COGEM geadviseerd over de classificatie van (a)pathogene bacterién.'® Zij heeft
geadviseerd de bacteriesoorten L. ivanovii en L. monocytogenes in te delen in pathogeniteitsklasse
2. Aangezien de classificatie van L. innocua bij de verschillende geraadpleegde bronnen niet
eenduidig was, heeft de COGEM geen advies uitgebracht over de pathogeniteitsklasse van L.
innocua.

In 2000 heeft de COGEM advies uitgebracht over kloneringswerkzaamheden van
gekarakteriseerde L. monocytogenes sequenties in E. coli.” Zij adviseerde deze in te schalen op
ML-I inperkingsniveau. Tevens adviseerde zij werkzaamheden met L. monocytogenes mutanten
onder ML-II inperkingsniveau uit te voeren met het aanvullende advies zwangere vrouwen van de
werkzaamheden uit te sluiten.

Voorgenomen werkzaamheden met genetisch gemodificeerde L. innocua

Bacteriofagen zijn virussen met bacterién als gastheer. Bij het opkweken van bacteriofagen in
onderhavige aanvraag, zal als gastheerorganisme een mutant van wild type L. innocua WSLC2627
gebruikt worden. In mutant WSLC2627 AflaA is het flagelline operon slechts ten dele aanwezig
waardoor zijn flagel ontbreekt. Volgens de aanvrager beschikt het ggo daardoor over een
gereduceerde fitness omdat wegens de verminderde beweeglijkheid zijn chemotaxis is afgenomen.
Tevens kan het ggo zich minder goed aan zijn voedingsbron hechten.
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De bacteriofaag die gekweekt zal worden (‘P100’), behoort tot de virusfamilie Myoviridae en
staat bekend als een lytische faag specifiek van Listeria soorten.”’ De faag is geisoleerd uit
rioolwater.”> Een lytische faag vernietigt als onderdeel van zijn levenscyclus zijn gastheercel
zonder in het genoom te integreren. Bioinformatische analyse van het genoom van P100 heeft
aangetoond dat er geen sequenties aanwezig zijn die overeenkomst vertonen met genen, eiwitten
of andere factoren die bekend zijn, of waarvan verondersteld wordt, dat ze een directe of indirecte
rol spelen in de pathogeniteit of virulentie van L. innocua en andere micro-organismen.”>*' De
bacteriofaag heeft in 2006 van de Food & Drug Administration (FDA) van de Verenigde Staten de
GRAS status (‘Generally Recognized as Safe’) verkregen.”

Deletiemutant WSLC2627 AflaA zal tot een bepaalde dichtheid opgekweekt worden in zes
kweekzakken met ieder een maximaal volume van 50 liter. Vervolgens vindt infectie met de
bacteriofaag plaats en wordt de incubatie vervolgd. De incubatiebakken zijn voorzien van
opvangcontainers waarin, in geval van breuk, de inhoud van de zakken opgevangen wordt. Na
incubatie zullen de bacteriofagen door middel van filtratie uit de kweek geisoleerd worden. De
aanvrager geeft aan dat, door de lytische eigenschappen van de faag en het filtratieproces, geen
levend WSLC2627 AflaA in het faagfiltraat aanwezig zal zijn. Er worden geen experimentele
gegevens aangeleverd die dit bevestigen.

Overweging en advies

Classificatie L. innocua

L. innocua is alom in het milieu aanwezig en vertegenwoordigt een onschadelijke, saprofytaire,
niet-hemolytische Listeria soort. L. innocua beschikt niet over virulentiegenen of -genclusters die
beschreven zijn voor de pathogene Listeria soorten L. monocytogenes and L. ivanovii.

Voor zover bij de COGEM bekend is tot nog toe in de literatuur slechts één maal een infectie
gerapporteerd, veroorzaakt door een atypische, hemolytische L. innocua stam. Deze patiént was
behandeld met corticosteroiden.'® Er zijn incidenteel atypische, hemolytische L. inocua stammen
beschreven die in het bezit zijn van enkele functionele virulentiegenen.'’

De COGEM is van mening dat de atypische, hemolytische L. innocua varianten beschouwd
kunnen worden als opportunistische pathogenen. Deze atypische stammen kunnen mogelijk bij
immuungecompromitteerden ziekte veroorzaken en weerspiegelen de natuurlijke variabiliteit
binnen de avirulente soort L. innocua. Samengevat is d¢ COGEM van mening dat L. innocua niet
pathogeen is. Zij adviseert de bacterie te classificeren als een klasse 1 pathogeen en acht de
opname van de bacterie in Bijlage 1 van de Regeling ggo gerechtvaardigd.

Inschaling werkzaamheden met genetisch gemodificeerde L. innocua

De werkzaamheden bestaan uit het opkweken van lytische Listeria bacteriofagen in de flagelline-
deficiénte L. innocua deletiemutant WSLC2627 AflaA. De COGEM is het eens met het argument
van de aanvrager dat door de afwezigheid van de flagel de deletiemutant een verminderde fitness
bezit in vergelijking met wildtype L. innocua. De gekweekte bacteriofaag bezit geen genen
coderend voor de L. monocytogenes of L. ivanovii kenmerkende virulentiefactoren en zal tijdens
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het kweekproces de bacteri€le cellen vernietigen. De COGEM is van mening dat de voorgestelde
werkzaamheden uitgevoerd kunnen worden onder ML-I inperkingsniveau. Onder dit
inperkingsniveau acht zij de risico’s voor mens en milieu verwaarloosbaar klein.

De aanvrager geeft aan de bacteriofagen te willen kweken om onderzoek te doen. Hij stelt dat na
de kweek en filtratie geen levend ggo in het bacteriofaagfiltraat aanwezig zal zijn. De COGEM
wijst erop dat indien de voorgenomen werkzaamheden ingezet zullen worden voor productie-
doeleinden, aan de hand van een gevalideerde methode bevestigd moet worden dat er
daadwerkelijk geen levend ggo in het faagfiltraat aanwezig is.
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