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ONDERWERP Adpvies pathogeniteitsclassificatie van de bacterie Escherichia coli Nissle 1917

Geachte mevrouw Van Nieuwenhuizen,

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende het dossier getiteld ‘Escherichia coli Nissle
1917° (IG 20-023_2.13-000), ingediend door de Technische Universiteit Delft, deelt de
COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd om te adviseren over de pathogeniteitsklasse van de bacteriestam
Escherichia coli Nissle 1917 (EcN), en de plaatsing van deze stam op Bijlage 2, lijst Al
van de Regeling ggo. E. coli komt voornamelijk voor in de darmflora van warmbloedigen
zoals de mens. Binnen de bacteriesoort E. coli zijn zowel pathogene als apathogene
varianten te onderscheiden.

De E. coli bacteriestam EcN is in de Eerste Wereldoorlog tijdens een diarree-uitbraak
geisoleerd uit de ontlasting van een soldaat die als enige van zijn eenheid geen symptomen
ontwikkelde. EcN beschikt over een sterke groeiremmende activiteit voor andere bacterién
en wordt al meer dan 100 jaar ingezet als probioticum ter voorkoming of behandeling van
verschillende gastro-intestinale aandoeningen in pasgeborenen, kinderen en volwassenen
(waaronder patiénten met gastro-intestinale aandoeningen). EcN beschikt over
verschillende fitnessverhogende eigenschappen, en produceert verschillende sideroforen,
twee microcines en het genotoxische colibactin, maar geen andere klassieke
virulentiefactoren.

De stam heeft een lange historie van veilig gebruik. Er zijn bij de COGEM geen
aanwijzingen bekend dat E. coli Nissle 1917 infecties veroorzaakt bij dier, mens of plant.
Wel kan het colibactin DNA schade veroorzaken in eukaryote cellen en is het in verband
gebracht met het ontstaan van darmkanker. De COGEM adviseert daarom om E. coli Nissle
1917 in te delen in pathogeniteitsklasse 1, maar niet op te nemen in Bijlage 2, lijst A1 van
de Regeling ggo.




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. Dr. J. Westra, Hoofd Bureau ggo
Mr. J.K.B.H. Kwisthout, Ministerie van IenW



Pathogeniteitsclassificatie van de Escherichia coli bacteriestam Nissle 1917

COGEM advies CGM/200304-01

1. Inleiding

Naar aanleiding van een verzoek van de TU Delft is de COGEM gevraagd om te adviseren over de
pathogeniteitsklasse van de bacteriestam Escherichia coli Nissle 1917 (1G 20-023) en over de plaatsing
van deze stam op Bijlage 2, lijst Al van de Regeling ggo.! Deze bijlage bestaat uit een lijst van
gastheerorganismen die apathogeen zijn voor mens, dier of plant. Opname op Bijlage 2, lijst Al betekent
dat onder ML-I laboratoriumcondities met het betreffende micro-organisme genetisch gemodificeerde
organismen (ggo’s) vervaardigd mogen worden indien hierbij vectoren worden gebruikt die wél, of
inserties die niet, op de A-lijsten staan (respectievelijk ’lijst A2 veilige vectoren’ en ’lijst A3 inserties’).
Activiteiten met deze ggo’s kunnen, zonder dat een aanvrager daar een milieurisicobeoordeling voor
hoeft aan te leveren, direct na kennisgeving gestart worden.

2. Pathogeniteitsclassificatie Regeling Genetisch Gemodificeerde Organismen (ggo)

Onder de ggo-regelgeving worden bij de pathogeniteitsclassificatie de risico’s voor mens en milieu in
ogenschouw genomen. Daartoe worden in de Regeling ggo 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. ledere pathogeniteitsklasse is gekoppeld aan een inperkingsniveau voor
werkzaamheden met ggo’s van die klasse.

Apathogene micro-organismen worden ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1. Dergelijke micro-
organismen dienen minimaal aan één van de volgende criteria te voldoen:

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

b) 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;

d) van het micro-organisme is het niet-virulente karakter door middel van adequate tests aangetoond

Een indeling in pathogeniteitsklasse 2 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of dieren
een ziekte kan veroorzaken, waarvan het onwaarschijnlijk is dat het zich onder de populatie verspreidt,
terwijl er een effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is, alsmede een micro-
organisme dat bij planten een ziekte kan veroorzaken.
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Een indeling in pathogeniteitsklasse 3 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of dieren
een ernstige ziekte kan veroorzaken, waarvan het waarschijnlijk is dat het zich onder de populatie
verspreidt, terwijl er een effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is.

Een indeling in pathogeniteitsklasse 4 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of dieren
een zeer ernstige ziekte kan veroorzaken, waarvan het waarschijnlijk is dat het zich onder de populatie
verspreidt, terwijl er geen effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is.

3. Escherichia coli
E. coli bacterién zijn Gram-negatieve staafvormige facultatief anaerobe bacterién die behoren tot de
familie van de Enterobacteriaceae.? E. coli komt primair als commensaal voor in de darmflora van
warmbloedigen zoals de mens en (landbouw)huisdieren. Daarnaast wordt E. coli door fecale
verontreiniging in de bodem en oppervlaktewateren aangetroffen.**° E. coli is een heterogene soort en
kent zowel pathogene als apathogene varianten. De pathogene E. coli varianten worden onderverdeeld
in extra-intestinale pathogene E. coli (EXPEC) en intestinale pathogene E. coli (InPEC).® Ook bestaan
er varianten die specifiek ziekteverwekkend zijn voor vogels (aviaire pathogene E. coli of APEC),”?
maar deze zijn niet in staat de mens te koloniseren.®

De ernst van de ziekteverschijnselen die E. coli kan veroorzaken, is afthankelijk van een aantal
aspecten zoals de gastheer, predisponerende factoren en de virulentiefactoren van de bacterie.® *!° In
het algemeen kunnen E. coli infecties met behulp van antibiotica goed worden bestreden, maar infecties

met multiresistente varianten komen steeds vaker voor.'"-!2

E. coli wordt (doorgaans) aan de hand van biochemische omzettingsreacties gedetermineerd. Daarnaast
vindt een verdere onderverdeling in groepen plaats, onder meer op basis van de genetische
samenstelling, het serotype of het ziektebeeld. Serotypering vindt plaats op basis van verschillende
geidentificeerde buitenmembraanantigenen, zoals het K-antigeen (kapsel), O-antigeen (lipopoly-
sacharide), H-antigeen (flagellen) en F-antigeen (fimbriae of pili).?

4. E. coli Nissle 1917

De E. coli bacteriestam Nissle 1917 (EcN, serotype O6:K5:H1) is tijdens de Eerste Wereldoorlog door
professor Alfred Nissle uit de ontlasting van een jonge soldaat geisoleerd.'*!'*!5 Deze soldaat was
gestationeerd in een regio waar pathogene enterobacteri€én heersten, met name bacterién die behoren tot
het geslacht Shigella. Opvallend was dat de soldaat als enige van zijn eenheid geen diarree of andere
intestinale ziekte ontwikkelde. Vanuit een wetenschappelijke interesse in de antagonistische
(groeiremmende) activiteit tussen bacterién onderling, heeft Nissle nader onderzoek gedaan naar de E.
coli stam uit deze patiént (EcN). De stam bleek over een sterke antagonistische activiteit tegen
verschillende pathogene enterobacterién te beschikken. Op basis hiervan ontwikkelde Nissle het
probioticum Mutaflor met EcN als actief ingrediént, dat 100 jaar na de ontwikkeling nog steeds verkocht
wordt.'*
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4.1 Genetische eigenschappen

In de laatste decennia is er meer fenotypisch en genetisch onderzoek gedaan naar de eigenschappen en
bioveiligheid van de stam. EcN beschikt over twee kleine cryptische plasmiden (pMUT1 en pMUT2).
Zowel het complete chromosomale DNA van EcN als dat van de plasmiden is gesequenced.'®!” Op
basis van genoomanalyses is gebleken dat EcN nauw verwant is aan pathogene E. coli stammen, zoals
de uropathogene CFT073.'%!° Genclusters voor de productie van toxines en andere klassieke virulentie-
factoren (zoals a-hemolysine, ‘P-, M- of S-fimbrial adhesins’) van pathogene E. coli stammen zijn niet
aangetoond in EcN.!>1%20:21 EcN bevat wel (net als CFT073) een gencluster (‘pks island”) coderend voor
de productie van een hybride ‘nonribosomale peptide-polyketide’ genotoxine genaamd ‘colibactin’, dat
megalocytosis (graduele vergroting) en schade in het DNA (door alkylering) kan veroorzaken in
gekweekte zoogdiercellen. Colibactin wordt geassocieerd met de groei van darmtumoren.?>? Het ‘pks
island’ gencluster is echter ook nodig voor de probiotische eigenschappen van EcN.!8242526 [n een studie
is aangetoond dat van de personen waarbij geen darmaandoeningen zijn vastgesteld ongeveer 20% E.
coli bacterién bij zich draagt die een ‘pks island’ bevatten.?” Er is echter nog veel onduidelijk over de
lange termijn effecten hiervan, en welke factoren nog meer een rol spelen bij de ontwikkeling van
darmtumoren.

4.2 Fenotypische eigenschappen

EcN vormt een extracellulair kapsel (K5) dat immunomodulerende eigenschappen heeft.?® Ook beschikt
de stam over flagella van serotype H1, waardoor de bacterie zich voort kan bewegen, en drie
verschillende typen fimbriae (F1A, FIC en ‘curli’ fimbriae), die adhesie aan darmepitheelcellen
mediéren.'> Het O-antigeen in E. coli bacterién is onder andere gecorreleerd aan serumgevoeligheid. Uit
in vitro studies met EcN (06) is gebleken dat deze stam gevoelig is voor humaan serum.?**° De
antagonistische activiteit van EcN tegen (pathogene) bacterién wordt onder andere verklaard door de
productie van twee antimicrobiéle peptiden (microcins), namelijk microcin H47 en microcin M*! en de
productie van veel verschillende sideroforen (ijzer-opname systemen).!32

4.3 Toepassingen bij mens en dier
Het toedienen van EcN aan pati€nten met gastro-intestinale aandoeningen (zoals diarree) leidt in het
algemeen niet tot infecties. Wel zijn in extreme gevallen nadelige effecten van EcN waargenomen. Zo
is beschreven dat EcN ziekte en sterfte kan geven in sterk immuun-gecompromitteerde muizen waarin
zowel het adaptieve immuunsysteem als het intestinale microbioom uitgeschakeld was.*? Ook is in één
publicatie beschreven dat na toediening van EcN in een vroeggeboren baby (28 weken, <1 kg) met
gastro-enteritis door een virale co-infectie (rotavirus en adenovirus), sepsis optrad en EcN aangetroffen
werd in bloed.® Dit is echter een zeldzaam geval gebleken, aangezien er in verschillende andere studies
is gebleken dat EcN effectief is in het verminderen van klachten en de aanwezigheid van pathogene
enterobacterien, '>20-34 35,36

EcN is daarnaast in verschillende klinische studies toegediend aan pati€nten met ‘irritable bowel
syndrome’ (IBS) of verschillende varianten van ‘inflammatory bowel diseases’ (IBDs), zoals colitis
ulcerosa (CU) en de ziekte van Crohn (CD), waarbij het darmslijmvlies chronisch ontstoken is en de
afweer verstoord is.!*2%37-3:39 Hier blijkt EcN in het algemeen goed getolereerd te worden en is gebruik

ook bij jonge kinderen en neonaten, zonder ernstige bijwerkingen.
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van EcN bij CU even effectief gebleken als het standaard gebruikte geneesmiddel (mesalazine) bij het
behouden van remissie.!>¥4%4142 Ook bij varkens en kalveren is onderzoek gedaan naar EcN als

profylaxe voor diarree, met positieve resultaten, 3434445

5. Eerder COGEM advies

In 2017 heeft de COGEM E. coli ingedeeld in pathogeniteitsklasse 2, met uitzondering van E. coli
stammen die geassocieerd zijn met het hemolytisch-uremisch syndroom (HUS), die zij in
pathogeniteitsklasse 3 heeft ingedeeld.*® De COGEM heeft de E. coli stammen B, C, K12, en W

ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1.4

6. Classificaties van andere organisaties

De Duitse ’Zentralen Kommission fiir die Biologische Sicherheit’ (ZKBS) die pathogeniteit voor mens,
dier en plant in ogenschouw neemt, heeft E. coli Nissle 1917 ingedeeld in risicogroep 1.*® De inschaling
door buitenlandse instanties geldt als referentie en achtergrondinformatie bij de risicobeoordeling die
door de COGEM wordt uitgevoerd.

7. Overweging en advies

E. coli Nissle 1917 is een enterobacterie met een sterke antagonistische activiteit tegen pathogene
bacteriesoorten. De stam beschikt over verschillende fitnessverhogende (antagonistische) eigen-
schappen, maar geen klassieke virulentiefactoren. Er zijn geen aanwijzingen dat deze stam pathogeen is
voor dier, mens of plant. De stam wordt al meer dan 100 jaar gebruikt ter behandeling van gastro-
intestinale aandoeningen in neonaten, kinderen, volwassenen (waaronder patiénten met (ernstige)
gastro-intestinale aandoeningen) en heeft een lange historie van veilig gebruik. Wel bezit de stam het
‘pks island’ dat codeert voor productie van het pro-carcinogene colibactin. Ook in individuen zonder
darmaandoeningen kunnen E. coli bacterién aangetroffen worden die dit gencluster bevatten. De lange
termijn effecten van dergelijke bacteri€én zijn nog grotendeels onbekend en worden mogelijk ook mede
bepaald door andere factoren.

Gezien het bovenstaande adviseert de COGEM om E. coli Nissle 1917 in te delen in pathogeniteitsklasse
1, maar niet op te nemen in Bijlage 2, lijst A1 van de Regeling ggo.
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