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De COGEM heeft de classificatie van Pseudomonas fluorescens heroverwogen. Dit naar

aanleiding van signalen dat de soort mogelijk ziekteverwekkend zou zijn.

Samenvatting:

De bacteriesoort Pseudomonas fluorescens is in 2007 door de COGEM geclassificeerd
als een opportunistische ziekteverwekker en ingedeeld in de laagste pathogeniteitsklasse.
De soort is niet opgenomen in de herziene classificatielijsten uit 2011, omdat er
onduidelijkheid bestond over zijn (niet-)ziekteverwekkende karakter. De COGEM heeft
daarom besloten de soort opnieuw te classificeren.

P. fluorescens komt voor in de bodem en is alom in het milieu aanwezig. In de landbouw
worden sommige stammen ingezet als antagonist om ziekteverwekkers van planten, zoals
schimmels, te bestrijden. P. fluorescens kan bij mensen met een verzwakt
immuunsysteem infecties veroorzaken en wordt daarom gezien als een opportunistisch
pathogeen.

In de literatuur zijn stammen beschreven die geassocieerd worden met pathogeniteit bij
koudbloedige dieren, insecten en planten. Er bestaat echter veel onduidelijkheid over de
taxonomie van P. fluorescens. In een aantal gevallen lijkt er sprake van onjuiste
identificaties. Ook wordt er soms verwezen naar P. fluorescens als soort, terwijl de
subgroep P. fluorescens bedoeld wordt. Daarnaast moeten bepaalde stammen beschouwd
worden als opportunistisch pathogeen en kunnen beschreven nadelige effecten vaak niet
toegeschreven worden aan het veronderstelde ziekteverwekkend vermogen van P.
fluorescens.

Alles in overweging nemende adviseert de COGEM de soort P. fluorescens in te delen in
pathogeniteitsklasse 1.




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

Hoogachtend,

Prof. dr. ing. Sybe Schaap
Voorzitter COGEM

c.C. Drs. H.P. de Wijs, Hoofd Bureau ggo
Dr. I. van der Leij, Ministerie van lenM
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Inleiding

De bacteriesoort Pseudomonas fluorescens is in 2007 door de COGEM geclassificeerd als een
opportunistisch pathogeen en ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1. Tevens heeft de COGEM
geadviseerd om de bacteriesoort op te nemen in Bijlage 1.' Door onduidelijkheid over zijn
(a)pathogene karakter is P. fluorescens niet opgenomen in de herziene classificatielijsten met
(a)pathogene bacterién uit 2011.>° In het onderhavige advies wordt de hele soort P. fluorescens
opnieuw geclassificeerd.

Pseudomonas fluorescens
P. fluorescens is een gramnegatieve, staafvormige bacterie die geen sporenvormende
eigenschappen bezit. De bacterie komt voor in de bodem en is alom in het milieu aanwezig.*

Bepaalde P. fluorescens stammen komen als commensaal voor bij planten en kunnen in de
landbouw toegepast worden voor de biologische bestrijding van plantpathogenen, zoals schimmels
(waaronder Fusarium oxysporum), oomyceten (met name Pythium spp.) en in mindere mate
bacterién (Pectobacterium carotovorum) en nematoden (Meloidogyne spp).*®

De werking tegen plantpathogenen wordt gekenmerkt door antagonisme en concurrentie.® P.
fluorescens heeft een brede metabole capaciteit en is in staat om een breed scala aan secundaire
metabolieten te produceren die schadelijk zijn voor verschillende groepen organismen. Bekende
voorbeelden zijn 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), waterstofcyanide, proteasen, mupirocine en
zogenoemde sideroforen (moleculen die selectief ijzerionen binden en daarmee het ijzer dat nodig
is voor de groei van andere organismen, zoals pathogenen verminderen).®

Het door P. fluorescens geproduceerde antibioticum mupirocine (’pseudomonaszuur’) wordt in de
vorm van neuszalf toegepast bij de behandeling van methicilline-resistente Staphylococcus aureus
(MRSA).” Ook is er een stam die de stof 4-formyl-aminooxyvinylglycine produceert. Deze
zogenoemde germination-arrest factor (GAF) remt de kieming van zaden van bepaalde onkruiden,
zoals zwenkdravik (Bromus tectorum) en straatgras (Poa annua L).>®

P. fluorescens kan bij mensen met een verzwakt immuunsysteem infecties veroorzaken en wordt
daarom gezien als een opportunistisch pathogeen. *° Als P. fluorescens aanwezig is in klinisch
patiéntmateriaal, is er doorgaans sprake van contaminatie tijdens een ingreep of een andere
medische handeling.

In de wetenschappelijke literatuur zijn isolaten beschreven die geassocieerd worden met ziekte bij
vissen (waaronder karpers), weekdieren (bepaalde mosselsoorten) en insecten.'***** Qok is er een
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stam (NZ17) beschreven die in verband wordt gebracht met de ontwikkeling brown blotch disease
in champignons. *>*°

Taxonomie

De taxonomie van het genus Pseudomonas is voortdurend in beweging en heeft sinds de eerste
beschrijving in 1894 vele veranderingen ondergaan. Sequencing van het 16S rDNA gen heeft er
onder andere toe geleid dat soorten die eerder tot het genus Pseudomonas werden gerekend naar
andere genera zijn verplaatst. Door de voortschrijdende technieken worden er steeds meer
bacteriesoorten geclassificeerd. Hierdoor neemt het aantal Pseudomonas soorten ook ieder jaar toe.
Op dit moment zijn er in de List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN) meer
dan 200 soorten opgenomen.*’

In 2010 zijn de sequenties van 4 zogenoemde housekeeping genes (16 SRNA, gyrB, rpoB en rpoD)
afkomstig uit 107 Pseudomonas type strains geanalyseerd om een completer beeld te krijgen van
de fylogenetische relaties binnen het genus. Uit deze analyse blijkt dat er twee intrageneric groups
(IG) onderscheiden kunnen worden: I1G P. aeruginosa en IG P. fluorescens. De P. fluorescens IG is
verder onder te verdelen in een P. fluorescens, P. syringae, P. lutea, P. putida, P. anguilliseptica en
P. straminea groep. De P. fluorescens groep bestaat uit 9 subgroepen en de P. fluorescens subgroep
uit 20 soorten, waaronder P. fluorescens.'®*°

De volledige genoomsequenties van tenminste elf P. fluorescens stammen zijn beschikbaar in het
publieke domein. Het genoom van P. fluorescens mist genen voor de meest bekende
virulentiefactoren, maar het is niet uit te sluiten dat horizontale genoverdracht kan leiden tot
evolutie richting virulente stammen. Zo produceert de eerder genoemde stam NZ17 een
lipodepsipeptide dat vergelijkbaar is met het extracellulaire toxine tolaasin. Het gencluster
coderend voor dit lipodepsipeptide is mogelijk via horizontale genoverdracht vanuit andere
bacteriepopulaties in de stam terecht gekomen.™*®

Pathogeniteitsclassificatie

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 (virussen, bacterién, schimmels)
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 zijn als
volgt gedefinieerd:

Een indeling in pathogeniteitsklasse 1 is van toepassing op een micro-organisme dat in ieder geval
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voldoet aan een van de volgende voorwaarden:

e het micro-organisme behoort niet tot een soort waarvan vertegenwoordigers bekend zijn
dieziekteverwekkend zijn voor mens, dier of plant;

e het micro-organisme heeft een lange historie van veilig gebruik onder omstandigheden
waarbij geen bijzondere inperkende maatregelen worden getroffen;

e 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;

e van het micro-organisme is het niet-virulente karakter middels 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.

Eerdere COGEM adviezen

P. fluorescens is in 2007 door de COGEM geclassificeerd als een opportunistisch pathogeen micro-
organisme en ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1. Tevens is geadviseerd de bacteriesoort op te nemen
in bijlage 1." Op basis van een in opdracht van de COGEM uitgevoerd onderzoeksproject, heeft de
COGEM in 2011 twee adviezen uitgebracht met pathogeniteitsclassificaties van (a-) pathogene
bacterien.”*® In deze adviezen en in het corresponderende onderzoeksrapport is P. fluorescens niet
opgenomen. In 2013 zijn de P. fluorescens stammen DC45415 en MB101 ingedeeld in klasse 1 en op
bijlage 1 geplaatst.?

Classificaties wereldwijd

Het Belgisch Wetenschappelijk Instituut VVolksgezondheid (WIV) beschouwt P. fluorescens als een
klasse 2 plantpathogeen.?? In de Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen is P.
fluorescens ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1 (apathogeen).”® Hierbij wordt opgemerkt dat er bij
ongewervelde dieren, pathogene stammen beschreven zijn en dat er infectie kan optreden in mensen
met een verzwakte afweer. Ook de Public Health Agency of Canada beschouwt P. fluorescens als een
klasse 1 pathogeen.?

Overweging

Verschillende P. fluorescens stammen komen als commensaal voor bij planten en worden al jarenlang
toegepast als biologisch bestrijdingsmiddel tegen plantpathogenen. Sinds de classificatie door
COGEM in 2007 van P. fluorescens in pathogeniteitsklasse 1, zijn er verschillende publicaties
verschenen over P. fluorescens stammen die mogelijk pathogeen zijn voor koudbloedige dieren, zoals
vissen, insecten en mosselen.
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P.fluorescens als vispathogeen

In een publicatie van Zhang et al uit 2009 wordt gesproken van stam (TSS) die pathogeen is voor
bepaalde vissoorten (waaronder karpers). Deze stam veroorzaakt de zogenoemde red skin disease bij
vissen die in aquacultuur worden gehouden. De ziekte komt vooral voor bij vissen die verwond zijn
als gevolg van onzorgvuldig handelen of transport. Volgens de auteurs zijn studies naar de
pathogenese van aquacultuur-geassocieerde P. fluorescens stammen schaars en zijn de virulentie
mechanismen van de bacterie onduidelijk.***® Vermoedelijk speelt een calcium afhankelijk
extracellulair protease (AprX homoloog) een rol in de pathogenese.

In het boek Bacterial Fish Pathogens: Disease of Farmed and Wild Fish wordt P. fluorescens, naast
ander Pseudomonas soorten beschouwd als een vispathogeen.?® Deze vermeende pathogeniteit is
echter voornamelijk gebaseerd op publicaties uit de jaren zestig en zeventig van de vorige eeuw. Het is
onduidelijk of de classificatie van de soort P. fluorescens als vispathogeen nog correct is. In de
publicatie van Zhang et al wordt verwezen naar Chinese literatuur die niet voor de COGEM
inzichtelijk is. Hierdoor is de aard en mate van pathogeniteit van P. fluorescens niet duidelijk.
Daarnaast wordt P. fluorescens in andere publicaties aangeduid als opportunistisch vispathogeen.?"?
Zoals eerder genoemd hebben vooral vissen die beschadigingen of stress ondervinden last van de
bacterie.

Alles in overweging nemende is de COGEM van mening dat P. fluorescens stam TSS een
opportunistisch pathogeen is voor vissen.

P.fluorescens stam CHAO

Stam CHAOQ wordt al jarenlang gebruikt als modelorganisme voor de bestudering van de biosynthese
van secundaire metabolieten, waaronder 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG) en waterstofcyanide.”
Daarnaast wordt de stam ingezet voor de biologische bestrijding van verschillende fytopathogenen.
Onderzoek heeft uitgewezen dat de stam onder laboratoriumomstandigheden een nadelig effect op de
termietensoort Odontotermes obesus kan hebben als gevolg van de productie van waterstofcyanide.™
Er zijn echter geen aanwijzingen voor pathogeniteit van deze stam.

Stam CL145A

Stam CL145A is giftig voor zebra- en quaggamosselen. Deze invasieve mosselsoorten kunnen grote
schade toebrengen aan zoetwaterleidingen in elektriciteitscentrales. Stam CL145A is bij de U.S.
Environmental Protection Agency geregistreerd als biopesticide voor de bestrijding van
bovengenoemde mosselsoorten.'! De mate van toxiciteit van de stam blijkt zeer afhankelijk te zijn van
de kweekmethode in het lab en is het gevolg van een secundair metaboliet dat zich in het celmembraan
bevindt. Een hoge mate van toxiciteit kon alleen bereikt worden onder zeer specifieke
kweekomstandigheden.™ En bij blootstelling aan zeer hoge dosissen die niet in de natuur voorkomen.

Dode P. fluorescens bacterién blijken even lethaal te zijn voor mosselen als levende bacterién. Dit
impliceert dat stam CL145A wel een schadelijk effect heeft, maar geen ziekteverwekkend vermogen
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bezit. De werking van CL145A berust op onnatuurlijk hoge dosissen toxine die de mosselen via de
bacterie binnenkrijgen. Op basis van deze gegevens kan niet gesteld worden dat stam CL145A onder
natuurlijke omstandigheden pathogeen is voor mosselen.

P. fluorescens Stam NZ17

Stam NZ17 wordt in verband gebracht met de ontwikkeling van brown blotch disease in de
commerciéle champignonteelt.’>*® Deze aandoening wordt gekenmerkt door de vorming van bruine
laesies op de champignons. Opgemerkt moet worden dat het hier om oppervlakkige aantasting gaat die
leidt tot ontsiering van de champignons en daardoor ernstige economische consequenties kan hebben
voor de champignonteelt. De vermeende pathogeniteit van stam NZI7 is waarschijnlijk het gevolg van
de productie van een lipodepsipeptide gelijkend aan het extracellulaire toxine tolaasin. Het gencluster
coderend voor dit lipodepsipeptide is vermoedelijk via horizontale genoverdracht vanuit andere
bacteriepopulaties, die aanwezig zijn in champignonkwekerijen, in stam NZ17 terechtgekomen.®

Hoewel stam NZ17 tot de soort P. fluorescens wordt gerekend, lijkt er onduidelijkheid te bestaan over
de taxonomische kwalificatie van deze stam. Uit navraag bij de auteurs van het artikel onder referentie
15 blijkt dat het genoom van stam NZI7 inmiddels verder is geanalyseerd. Er is onder andere een
multi-locus sequence analysis van de vier housekeeping genes 16 sRNA, gyrB, rpoB en rpoD
uitgevoerd. Deze analyse plaatst de stam in het P. fluorescens complex (nauw verwant aan de
biocontrole stam P. protegens Pf-5), maar een kwalificatie in de soort P. fluorescens is niet eenduidig
te maken. Hierdoor kan niet geconcludeerd worden dat de vermeende pathogeniteit van de stam
gekoppeld is aan de soort P. fluorescens.

Advies

P. fluorescens komt voor in de bodem en is alom in het milieu aanwezig. In het verleden heeft de
COGEM P. fluorescens geclassificeerd als een opportunistisch pathogeen voor mensen en ingedeeld in
pathogeniteitsklasse 1. In de literatuur zijn stammen beschreven die geassocieerd worden met
pathogeniteit bij koudbloedige dieren, insecten en paddenstoelen. Er bestaat echter veel
onduidelijkheid over de taxonomie van P. fluorescens. In sommige gevallen wordt bijvoorbeeld
verwezen naar P. fluorescens als soort terwijl de subgroep P. fluorescens bedoeld wordt. Verder
moeten bepaalde stammen beschouwd worden als opportunistisch pathogeen, terwijl andere stammen
een schadelijk effect hebben zonder dat hier sprake is van ziekteverwekkend vermogen.

Alles in overweging nemende adviseert de COGEM de soort P. fluorescens in te delen in
pathogeniteitsklasse 1.
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