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Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende het dossier getiteld ‘Bacillus circulans’ (IG
20-126_2.13-000), ingediend door het Erasmus MC, deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd om te adviseren over de pathogeniteitsklasse van de bacterie
Bacillus circulans, en de plaatsing van deze stam op Bijlage 2, lijst A1 van de Regeling
£80.

B. circulans is een Gram-variabele sporenvormer die zowel onder aerobe als anaerobe
condities kan groeien. Zijn optimale groeitemperatuur bevindt zich tussen de 30° en 37°C.
De bacterie komt voornamelijk voor in de bodem, en wordt al langere tijd gebruikt voor
biotechnologische toepassingen.

In de wetenschappelijke literatuur zijn enkele gevallen gerapporteerd waarbij B. circulans
geisoleerd is uit bloed of weefsel afkomstig van patiénten met een onderliggend
ziektebeeld. Daarnaast is de bacterie geisoleerd uit gezonde planten, en wordt in enkele
publicaties antagonistische activiteit tegen larven van insecten en nematoden beschreven.
Het mechanisme achter deze antagonistische activiteit is echter niet duidelijk. Ook is
identificatie van de bacteriesoort in oudere publicaties mogelijk niet altijd correct geweest.
In de genoomsequentie van B. circulans zijn geen aanwijzingen gevonden voor
aanwezigheid van klassieke virulentiefactoren voor mens of dier.

Gezien het bovenstaande adviseert de COGEM om B. circulans in te delen in
pathogeniteitsklasse 1 en 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
- Ministerie van IenW, Directie Omgevingsveiligheid en Milieurisico's
DG Milieu en Internationaal



Pathogeniteitsclassificatie van de bacterie Bacillus circulans

COGEM advies CGM/200630-01

1. Inleiding

Naar aanleiding van een verzoek van het Erasmus MC is de COGEM gevraagd om te adviseren over de
pathogeniteitsklasse van Bacillus circulans (IG 20-126) en over de plaatsing van deze bacterie 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. Opportunisten

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 één van
de bovengenoemde voorwaarden van pathogeniteitsklasse 1 is voldaan, op Bijlage 2, lijst A1 van de
Regeling ggo geplaatst worden.

4. Bacillus spp.
Het geslacht Bacillus behoort tot de familie van de Bacillaceae.? Het zijn Gram-variabele (meestal
Gram-positief, maar soms ook Gram-negatief) staafvormige bacterién die endosporen kunnen vormen,
en onder aerobe en facultatief anaerobe condities kunnen groeien.>* Bacillus spp. worden in veel
verschillende milieus aangetroffen, waaronder in zoet water, zout water en in de bodem. Daarnaast zijn
er ook bacillussoorten geisoleerd uit planten of dieren, waaronder de mens. Sommige soorten tolereren
hoge temperaturen, extreme zoutgehaltes, of een hoge zuurgraad.®

Enkele bekende soorten binnen het geslacht betreffen de pathogene bacterién Bacillus anthracis, de
veroorzaker van de ziekte miltvuur (anthrax), Bacillus cereus, een veroorzaker van voedselvergiftiging,
en Bacillus thuringiensis, bekend door productie van Bt-toxines die giftig zijn voor bepaalde insecten.
Deze drie bacillussoorten behoren tot de zogenaamde B. cereus groep.*

5. Bacillus circulans

B. circulans behoort tot het geslacht Bacillus en is voor het eerst beschreven in 1890.%° De bacterie
dankt zijn naam aan het feit dat het binnenste deel van een bacteriekolonie op voedingsbodems onder
een kleine vergroting beweeglijke cirkelvormige patronen laat zien.” Deze beweeglijke eigenschap is
ook op voedingsbodems zichtbaar in de vorm van microkolonies, die zich als een waas’ rondom de
kolonie bevinden.? B. circulans behoort niet tot de B. cereus groep.>’

B. circulans is een Gram-variabele sporenvormer die zowel onder aerobe als anaerobe condities kan
groeien. Zijn optimale groeitemperatuur bevindt zich tussen de 30° en 37°C.'° De bacterie komt
voornamelijk voor in de bodem (in de rhizosfeer rondom plantenwortels),”!! maar is ook als endofyt
aangetroffen in de plant Costus igneus.'? Ook is de bacterie aangetroffen in een slijmlaag aanwezig op
een kokosnoot."? Sinds 1997 kennen verschillende door B. circulans geproduceerde bestanddelen
(enzymen, exopolysacchariden) industriéle en biotechnologische toepassingen. 3141516

Eenmaal is er in een publicatie van 1986 melding gemaakt van de aanwezigheid van B. circulans in
in vitro gekweekt callus van een gezonde dadelpalm. De bacteriestam was aan de hand van biochemische
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en fysiologische testen geidentificeerd. Injectie van de geisoleerde B. circulans in gezond weefsel
zorgde in 9 van de 10 gevallen voor rot in het geinoculeerde dadelpalmweefsel.!”

In 1998 is in de wetenschappelijke literatuur melding gemaakt van een entomopathogene B. circulans.
De bacterie was geisoleerd uit een levende larve van de muggensoort Culex quinquefasciatus.'® Een
latere publicatie (2002) rapporteert dat in vitro blootstelling van muggenlarven aan sporen van B.
circulans (van twee niet nader beschreven stammen), athankelijk van de muggensoort in meer of
mindere mate dodelijk was.!® Volgens de onderzoekers was de LCs (lethale concentratie 50%) van B.
circulans sporen voor Ae. Aegypti larven vergelijkbaar met die van een variant van B. thuringiensis.
Blootstelling aan supernatant van het kweekmedium van B. circulans had geen effect op letaliteit,
waaruit de onderzoekers concluderen dat deze soort geen chitinase of exotoxines produceert (zoals B.
thuringiensis), of dat deze minder krachtig zijn."”

In ander onderzoek naar de in vitro en in vivo antagonistische eigenschap van B. circulans, werd de
bacterie toegevoegd aan feces van schapen met gastro-intestinale nematoden (Haemonchus contortus)
of als orale suspensie aan geinfecteerde schapen toegediend, en werd een afname van de hoeveelheid
parasitaire wormen waargenomen.’®?! Het mechanisme achter de antagonistische activiteit in deze
studies is echter onduidelijk.

In de wetenschappelijke literatuur zijn een aantal gevallen gerapporteerd waarbij B. circulans is
geisoleerd uit bloed of weefsel van patiénten. Dit betrof in alle gevallen patiénten met een verzwakte
weerstand of een onderliggend ziektebeeld, of situaties waarbij door operatieve handelingen of
katheterisatie de buitenste barriére (huid) was doorbroken.?>2*2425:26 Qok is B. circulans geidentificeerd
in een retrospectief onderzoek in 1988 naar de aanwezigheid van bacillussoorten in bloed van patiénten
met bacteriemie die opgenomen zijn geweest in het ziekenhuis.?’ B. circulans werd echter niet klinisch
relevant geacht.

6. Eerder COGEM advies

De COGEM heeft niet eerder geadviseerd over B. circulans. Wel heeft zij meerdere andere soorten
binnen het geslacht Bacillus geclassificeerd.”® Het merendeel van de Bacilllus soorten is ingedeeld in
pathogeniteitsklasse 2, met uitzondering van Bacillus licheniformis die is ingedeeld in pathogeniteits-
klasse 1, en Bacillus anthracis die is ingedeeld in pathogeniteitsklasse 3.

7. Classificaties van andere organisaties
In de Duitse ‘Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen’ (DSMZ) is B. circulans ingedeeld in

risicogroep 1.% De ‘Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin® (BAUA) heeft de
bacteriesoort als apathogeen ingedeeld in risicogroep 1, met de opmerking dat de soort opportunistisch
pathogeen is.>’ De ‘Zentrale Kommission fiir die Biologische Sicherheit’ (ZKBS), die de pathogeniteit
voor mens, dier en plant beoordeelt, heeft B. circulans ingedeeld in risicogroep 1.°! Het Zwitserse
‘Federal Office for the Environment’ (FOEN),*? die de pathogeniteit voor mens, dier en plant beoordeelt,
heeft B. circulans ingedeeld in risicogroep 2, met de opmerking dat de soort pathogeen is in individuele
gevallen, voornamelijk bij immuungecompromitteerde individuen, en met de kanttekening dat
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identificatie van de soort onbetrouwbaar kan zijn. Daarnaast wordt opgemerkt dat deze soort mogelijk
plantpathogeen is, maar dat op basis van de huidige kennis hier geen definitieve uitspraak over gedaan
kan worden. De inschaling door buitenlandse instanties geldt als referentie en achtergrondinformatie bij
de risicobeoordeling die door de COGEM wordt uitgevoerd.

8. Overwegingen

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 bacterién weinig literatuur over apathogeniteit voorhanden.

B. circulans is een facultatief anaerobe bacterie die voornamelijk voorkomt in de bodem. De beschikbare
literatuur over mogelijke pathogeniteit van B. circulans is beperkt en veelal gedateerd. De COGEM
merkt op dat identificatie van B. circulans in oudere publicaties veelal gebaseerd is op morfologie of
biochemische testen, terwijl tegenwoordig identificatie op basis van 16S rDNA als gouden standaard
gebruikt wordt.? Zij kan daarom niet uitsluiten dat (klinische) isolaten, die in het verleden geidentificeerd
zijn als B. circulans, met behulp van de huidig geldende standaard identificatiemethodes anders
gedetermineerd zouden worden.?

B. circulans kent al meer dan 20 jaar industriéle en biotechnologische toepassingen, maar associatie met
ziekte is zelden beschreven. De bacterie is geisoleerd uit verschillende patiénten met een
ziektegeschiedenis en uit gezonde planten. In één oudere publicatie kon onder weefselkweekcondities
rot veroorzaakt worden in dadelpalmweefsel na inoculatie met B. circulans. Mede gezien de sterke
artifici€éle proefopzet, acht de COGEM dit niet ecologisch relevant. Ook zijn er enkele meldingen in de
literatuur dat B. circulans antagonistische activiteit vertoont tegen larven van insecten of nematoden,
maar het achterliggende mechanisme (bijvoorbeeld door consumptie van sporen, competitiec om
voedingsbronnen, of productie van andere secundaire metabolieten) is niet duidelijk.

In onderzoek naar de productie van toxines van verschillende bacillussoorten die niet tot de B. cereus
groep behoren, is B. circulans niet geidentificeerd. Wel werd door de onderzoekers opgemerkt dat B.
circulans mogelijk de hbl en nhe genen bevat om enterotoxines te produceren, maar dat hier onzekerheid
over is omdat de identificatie van deze soort verbetering behoeft.* In de B. circulans stam WL-12 zijn
verschillende chitinase-genen geidentificeerd.** De afbraakproducten van chitine worden door de
bacterie als energiebron gebruikt. In een studie naar mogelijke pathogeniteit van B. circulans bij
muggenlarven kon echter geen effect van kweekmedium (waarin eventueel geproduceerd chitinase
aanwezig zou kunnen zijn) op de mortaliteit van de larven aangetoond worden.

Van de B. circulans stam RIT379 is recent het volledige genoom bepaald, waarbij 4.950 eiwitten zijn
geannoteerd.'>3* Er blijken geen klassieke virulentiefactoren voor mens of dier in het genoom van B.
circulans aanwezig zijn.

9. Conclusie en advies

B. circulans komt voor in de bodem en wordt al meer dan 20 jaar op diverse manieren industrieel
toegepast zonder dat daarbij melding is gemaakt van schadelijke effecten. De bacterie kan infecties
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veroorzaken bij patiénten met een onderliggend ziektebeeld, of wanneer de buitenste barricre wordt
doorbroken (zoals bij operaties).

Oudere publicaties vermelden dat de bacterie mogelijk pathogeen is voor insectenlarven en
nematoden, maar een direct oorzakelijk verband is daarbij niet aangetoond. Daarnaast merkt de COGEM
op dat de identificatie van B. circulans niet altijd is uitgevoerd volgens de huidig geldende
gestandaardiseerde determinatietechnieken. Zij kan daarom niet uitsluiten dat de gegevens in deze
oudere literatuur berusten op een onjuiste identificatie van het oorzakelijke agens.

Al het bovenstaande in overweging nemende, en mede gezien zijn lange historie van veilig gebruik
(criterium b), adviseert de COGEM B. circulans in te delen in pathogeniteitsklasse 1. Tevens is zij van
oordeel dat B. circulans in aanmerking komt voor plaatsing op lijst A1 van Bijlage 2 van de Regeling

£80.
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