
  

Samenvatting 
De COGEM is gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsklasse-indeling van de bacteriën 
Geobacter sulfurreducens en Shewanella oneidensis. Tevens is de COGEM gevraagd te adviseren 
over de inschaling van werkzaamheden met deze twee bacteriesoorten en over de eventuele 
plaatsing van G. sulfurreducens op 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.  
Sinds 1994 wordt G. sulfurreducens veelvuldig gebruikt in diverse laboratoria. Er zijn bij de 
COGEM geen publicaties bekend waarin G. sulfurreducens geassocieerd wordt met pathogeniteit 
bij mens, dier of plant. Conform haar advies uit 2011 adviseert G. sulfurreducens in te delen in 
pathogeniteitsklasse 1 en acht zij opname van G. sulfurreducens in Bijlage 1 van de Regeling ggo 
gerechtvaardigd. 
Op basis van het feit dat de identificatie van Shewanella soorten niet eenduidig is, het onduidelijk 
is wat het pathogene potentieel van S. oneidensis is, de bacterie genetisch materiaal voor 
theoretische virulentiemarkers bevat, en gerelateerde Shewanella species als pathogeen aangemerkt 
worden, is de COGEM van mening dat indeling van S. oneidensis in pathogeniteitsklasse 2 het 
meest passend is. 
Gebaseerd op bovenstaande pathogeniteitsklasse-indeling, acht de COGEM de risico's voor mens 
en milieu verwaarloosbaar klein als de voorgenomen werkzaamheden met G. sulfurreducens
plaatsvinden op ML-I inperkingsniveau en de voorgenomen werkzaamheden met S. oneidensis op
ML-II inperkingsniveau. 
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Classificatie van Geobacter sulfurreducens en Shewanella oneidensis  
 

COGEM advies CGM/121128-01 
 
Inleiding 
De COGEM is gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsklasse-indeling van de bacteriën 
Geobacter sulfurreducens en Shewanella oneidensis. Tevens is de COGEM gevraagd te adviseren 
over de inschaling van werkzaamheden met deze twee bacteriesoorten en over de eventuele 
plaatsing van G. sulfurreducens op Bijlage 1 van de Regeling genetisch gemodificeerde 
organismen (ggo). De adviesvraag is gerelateerd aan een wijziging van een al eerder afgegeven 
vergunning getiteld "Metabolisme van micro-organismen".  
 
Geobacter sulfurreducens  
G. sulfurreducens is voor het eerst beschreven in 1994 en is een anaerobe, staafvormige, 
gramnegatieve bacterie.1 Het genus Geobacter behoort tot de familie Geobacteraceae en de klasse 
Deltaproteobacteria. De stam G. sulfurreducens PCA en daarvan afgeleide mutanten zijn 
uitgebreid experimenteel onderzocht en in de literatuur beschreven. G. sulfurreducens PCA is 
geïsoleerd uit de bovenste sedimentlaag van de bodem van een sloot.1 Onderzoek heeft 
aangetoond dat de stam in de ademhalingsketen geen gebruik maakt van zuurstof maar van 
metaaloxides van ijzer, cobalt en mangaan, en van elementair zwavel.1,2,3 Recent is beschreven dat 
biofilms (laagjes micro-organismen gehecht aan vast materiaal en omgeven door extracellulaire 
componenten) en pili (haarachtige structuren aan de buitenzijde van een bacterie) van G. 
sulfurreducens PCA elektrisch geleidend vermogen bezitten.4,5 De eigenschappen van deze 
bacterie maken hem potentieel toepasbaar bij het saneren van milieuverontreinigingen 
(bioremediatie) en als microbiële brandstofcel.4,5,6,7,12 Het gehele genoom van G. sulfurreducens 
PCA is gesequenced.3,8  
 
Shewanella oneidensis 
S. oneidensis is voor het eerst beschreven in 1988.9,10 Het is een facultatief anaerobe, 
staafvormige, gramnegatieve bacterie, en behoort tot de familie Shewanellaceae en de klasse 
Gammaproteobacteria,. Tot nu toe zijn binnen het genus Shewanella 60 species beschreven. 
Shewanella spp. worden in zoet en zout water aangetroffen.11,12 De stam S. oneidensis MR-1 is 
uitgebreid experimenteel onderzocht en in de literatuur beschreven. Deze stam is geïsoleerd uit de 
sedimentlaag van de bodem van "Lake Oneida" in de staat New York (USA).9,10 De optimale 
groeitemperatuur van deze bacterie is 30ºC.10 S. oneidensis isolaten zijn ook aangetroffen in de 
sedimentlaag van de bodem van "Lake Michigan" (USA) en in de Zwarte Zee.12 

S. oneidensis gebruikt in de ademhalingsketen naast zuurstof ook metaaloxides van ijzer, 
chroom, mangaan en uranium, (an)organische zwavelverbindingen en elementair zwavel.10,13 
Evenals bij G. sulfurreducens, maken de eigenschappen van S. oneidensis de bacteriestam 
potentieel toepasbaar als bioremediator en microbiële brandstofcel.5,11,12,13,14 
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De gehele genoomsequentie van S. oneidensis MR-1 is bekend en de annotatie van het genoom is 
in 2008 bijgesteld.13,15 De genoomsequentie laat een aantal theoretisch virulentiemarkers zien 
zoals de aanwezigheid van een functioneel type I secretiesysteem dat een potentieel porie 
vormend RTX toxine kan bevatten.13 Tevens is de aanwezigheid van een adenylcyclase 
aangetroffen.15 Dit enzym zou bij injectie in eukaryote cellen celdood kunnen geven. Ook bevat 
het genoom twee type IV piline genclusters.13 Deze pili kunnen van belang zijn bij het koloniseren 
van de gastheer. Een van deze twee genclusters speelt tevens een rol bij de vorming van biofilms, 
en is ook aangetroffen bij Vibrio cholerae. Daarnaast zijn homologen van het Fic proteïne 
aangetoond. Het Fic proteïne kan lethaal zijn als er een type IV secretiesysteem in de cel aanwezig 
is (bijvoorbeeld bij zoogdiercellen).16  
 
Pathogeniteitsclassificatie 
In de Regeling ggo worden micro-organismen ingedeeld in vier pathogeniteitsklassen.17 Deze 
indeling start met pathogeniteitsklasse 1, die gevormd wordt door niet pathogene (apathogene) 
micro-organismen en loopt op tot pathogeniteitsklasse 4, de groep van hoog pathogene micro-
organismen.  
  
Volgens de Regeling ggo is een indeling in pathogeniteitsklasse 1 van toepassing als het micro-
organisme minimaal aan één van de volgende criteria voldoet:  

 het micro-organisme behoort niet tot een soort waarvan vertegenwoordigers bekend zijn 
die ziekteverwekkend zijn voor mens, dier of plant.  

 het heeft een lange historie van veilig gebruik onder omstandigheden waarbij geen 
bijzondere inperkende maatregelen zijn getroffen.  

 het 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.  

 het niet-virulente karakter van het micro-organisme is door middel van adequate tests 
aangetoond.  

 
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. 
 
Bijlage 1 Regeling ggo 
Bijlage 1 van de Regeling ggo is een lijst van micro-organismen die in principe niet pathogeen 
zijn voor mens, dier of plant (pathogeniteitsklasse 1). 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.17 Voorbeelden van potentieel ‘gevaarlijke’ 
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inserties zijn genen die coderen voor toxines, virulentie- of pathogeniteitsfactoren en virale en 
cellulaire oncogenen.  
 
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 en kunnen, als aan een van de 
bovengenoemde voorwaarden is voldaan, op Bijlage 1 geplaatst worden.  
 
Voorgenomen werkzaamheden 
De aanvrager is van plan G. sulfurreducens PCA en S. oneidensis MR-1 te transformeren met 
expressieplasmiden waarin niet-schadelijke sequenties gekloneerd zijn van de nitrificerende en 
denitrificerende bacteriën Brocadia anammoxidans en Kuenenia stuttgartiensis. Deze sequenties 
coderen voor enzymen betrokken bij metabole processen in prokaryoten.  
 
Eerdere COGEM adviezen 
In 2006 heeft de COGEM geadviseerd over werkzaamheden met methanotrofe bacteriën 
behorende tot de Alfa- en Gammaproteobacteria. De werkzaamheden bestonden uit het kloneren 
van genomische DNA-sequenties afkomstig van een methanotrofe mengpopulatie in diverse 
gastheren van pathogeniteitsklasse 1. De COGEM adviseerde deze werkzaamheden onder ML-I 
inperkingsniveau te laten plaatsvinden.18 Eind 2011 heeft de COGEM geadviseerd over de 
classificatie van (a)pathogene bacteriën.19,20 Daarbij is het gehele genus van Geobacter 
geclassificeerd als een klasse 1 pathogeen. S. oneidensis is niet geclassificeerd. Wel zijn de 
species S. algae en S. putrefaciens geclassificeerd als klasse 2 pathogeen. 
 
Overweging en advies 
Wetenschappelijk gezien is de pathogeniteit van een micro-organisme goed aan te tonen. De 
afwezigheid van pathogeniteit is echter moeilijk te bewijzen. Daarbij worden gevallen van 
pathogeniteit gepubliceerd, terwijl er nauwelijks wordt gerapporteerd over de apathogeniteit van 
micro-organismen. Hierdoor is van veel bacteriën weinig literatuur over apathogeniteit 
voorhanden. Een lange gedocumenteerde historie van veilig gebruik, waarbij geen nadelige 
effecten zijn gerapporteerd, vormt in dit opzicht een belangrijk referentiekader voor 
apathogeniteit. Als kanttekening moet hierbij opgemerkt worden dat effecten mogelijkerwijs 
moeilijk worden opgemerkt als zij niet erg uitgesproken van aard zijn en er niet gericht naar wordt 
gezocht. Anderzijds zijn veruit de meeste micro-organismen apathogeen. Daarom worden micro-
organismen bij afwezigheid van expliciete aanwijzingen voor pathogeniteit bij langdurig gebruik 
als apathogeen beschouwd.  
 
Geobacter sulfurreducens 
De aanvrager geeft aan dat er in de literatuur geen aanwijzingen zijn dat G. sulfurreducens 
pathogene eigenschappen bezit. 
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De "American Type Culture Collection" beschouwt G. sulfurreducens PCA als een micro-
organisme vallend onder het laagste veiligheidsniveau ("biosafety level 1").21 Ook door de Duitse 
"Technische Regeln für Biologische Arbeitstoffe" wordt G. sulfurreducens in de laagste 
risicogroep ingedeeld.22  

Sinds 1994 wordt G. sulfurreducens veelvuldig gebruikt in diverse laboratoria. Er zijn bij de 
COGEM geen publicaties bekend waarin G. sulfurreducens geassocieerd wordt met pathogeniteit 
bij mens, dier of plant. In 2011 heeft de COGEM het genus Geobacter geclassificeerd als een 
klasse 1 pathogeen.  

Op basis van bovenstaande gegevens ziet de COGEM geen reden om haar advies uit 2011 te 
herzien. Zij adviseert G. sulfurreducens in te delen in pathogeniteitsklasse 1 en acht opname in 
Bijlage 1 van de Regeling ggo gerechtvaardigd.  
 
Shewanella oneidensis 
De aanvrager geeft aan dat er in de literatuur geen aanwijzingen zijn dat S. oneidensis pathogene 
eigenschappen bezit. 

De "American Type Culture Collection" beschouwt S. oneidensis MR-1 als een micro-
organisme vallend onder het laagste veiligheidsniveau ("biosafety level 1").21 Ook door de Duitse 
"Technische Regeln für Biologische Arbeitstoffe" wordt S. oneidensis in de laagste risicogroep 
ingedeeld.22 

In de microbiële laboratoriumdiagnostiek is het genus Shewanella goed te identificeren maar 
differentiatie tussen S. algae, S. putrefaciens en gerelateerde Shewanella soorten is niet 
eenduidig.11,12 S. algae en S. putrefaciens worden beschouwd als pathogeen, zowel voor de mens 
als sommige vissoorten, mosselen en zeeslakken.11,12 Beide bacteriesoorten kunnen bij de mens 
infecties geven van oren, huid of zachte weefsels. Bij immuungecompromitteerde patiënten 
kunnen ernstige bloedinfecties voorkomen. In de literatuur zijn eenmaal vier klinische S. 
oneidensis isolaten benoemd, maar aanvullende gegevens over betreffende isolaten of 
bijbehorende patiëntgegevens ontbreken.10,11 Het genoom van S. oneidensis bevat een aantal 
theoretisch virulentiemarkers.13,15,16  

De natuurlijke habitat van S. oneidensis is bodem en sediment. De bacterie is in zoet en zout 
water aangetroffen. Het is de COGEM niet bekend of S. oneidensis voorkomt in de Nederlandse 
oppervlaktewateren en of plant, dier en mens veelvuldig blootgesteld worden aan deze 
bacteriesoort. De COGEM heeft daarom geen inzicht in het potentiële ziekteverwekkende 
vermogen van S. oneidensis. 

Bovengenoemde gegevens bieden onvoldoende zekerheid over het vermeende apathogene 
karakter van S. oneidensis. Op basis van het feit dat de identificatie van Shewanella soorten niet 
eenduidig is, het onduidelijk is wat het pathogene potentieel van S. oneidensis is, de bacterie 
genetisch materiaal voor theoretische virulentiemarkers bevat, en gerelateerde Shewanella species 
als pathogeen aangemerkt zijn, is de COGEM derhalve van mening dat indeling in 
pathogeniteitsklasse 2 het meest passend is.  
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Samengevat adviseert de COGEM G. sulfurreducens in te delen in pathogeniteitsklasse 1 en S. 
oneidensis in te delen in pathogeniteitsklasse 2. Gebaseerd op deze indeling, acht de COGEM de 
risico's voor mens en milieu verwaarloosbaar klein indien de voorgenomen werkzaamheden met 
G. sulfurreducens plaatsvinden op ML-I inperkingsniveau en de voorgenomen werkzaamheden 
met S. oneidensis op ML-II inperkingsniveau. 
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