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Advies Pathogeniteitsclassificatie van schimmel Rhizopus microsporus var.

ONDERWERP . . .
oligosporus (syn. Rhizopus oligosporus)

Geachte mevrouw Heijnen,

Naar aanleiding van een verzoek van de Universiteit Utrecht om de schimmelsoort Rhizopus
microsporus var. oligosporus op Bijlage 2, lijst Al te plaatsen (1G 23-117_2.13-000), deelt de
COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsklasse van Rhizopus
microsporus variéteit oligosporus en de plaatsing van deze schimmel op Bijlage 2, lijst
Al (apathogene gastheerorganismen) van de ‘Regeling genetisch gemodificeerde
organismen’. Rhizopus microsporus var. oligosporus is een schimmel die gebruikt wordt
om tempeh te maken door fermentatie van sojabonen. Er is discussie in de
wetenschappelijke literatuur of deze schimmel een variéteit is van R. microsporus
(R. microsporus var. oligosporus) of een aparte soort, Rhizopus oligosporus. Omdat de
schimmel als R. microsporus var. oligosporus is aangevraagd, wordt deze benaming in
dit advies gehanteerd.

Infecties bij mensen door R. microsporus var. oligosporus komen zeer zelden voor, en
alleen bij patiénten waarvan het immuunsysteem onderdrukt is, of die een onderliggend
ziektebeeld hebben.

In sommige stammen van R. microsporus zijn endosymbiotische bacterién aanwezig die
ziekte kunnen veroorzaken. Endosymbiotische bacterién uit het geslacht Mycetohabitans
produceren toxines die onder andere betrokken zijn bij rijstzaailingziekte. Echter,
R. microsporus var. oligosporus is niet aangetroffen bij gevallen van rijstzaailingziekte.
De bacterie Burkholderia gladioli pathovar. cocovenenans, die in sommige stammen van
R. microsporus var. oligosporus aanwezig is, produceert toxines die kunnen leiden tot
ernstige voedselvergiftiging.

De COGEM adviseert R. microsporus var. oligosporus in te delen in pathogeniteitsklasse
1, en deze op te nemen in Bijlage 2, lijst Al 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. - Drs. Y de Keulenaar, Hoofd Bureau ggo
- Ministerie van lenW, Directie Omgevingsveiligheid en milieurisico’s,
DG Milieu en Internationaal

Dit advies is mede tot stand gekomen met de inbreng van em. prof. dr. R.A. Samson. Met
het oog op eventuele belangenverstrengeling is het COGEM lid dr. J.J.P.A. de Cock niet
betrokken geweest bij de besluitvorming van dit advies.
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oligosporus (syn. Rhizopus oligosporus)
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1. Inleiding

Naar aanleiding van een verzoek van het Universiteit Utrecht (IG 23-117) is de COGEM gevraagd te
adviseren over de pathogeniteitsklasse van de schimmelvariéteit Rhizopus microsporus var.
oligosporus. Zoals in paragraaf 5 van dit advies wordt beschreven, is de taxonomie van deze schimmel
onderhevig aan discussie. In het advies wordt de naam Rhizopus microsporus var. oligosporus gebruikt
omdat de classificatieaanvraag is gedaan onder deze naam. Ook is de COGEM gevraagd te adviseren
over plaatsing van de schimmelvariéteit op Bijlage 2, lijst Al van de ’Regeling genetisch
gemodificeerde organismen’ (Regeling ggo).! Deze bijlage bestaat uit lijsten van gastheerorganismen
die apathogeen zijn voor mens, dier of plant. Opname op Bijlage 2, lijst Al betekent dat met het
betreffende micro-organisme onder ML-I laboratoriumcondities ggo’s vervaardigd mogen worden,
mits hierbij vectoren worden gebruikt die wél, of inserties worden gebruikt die niet, op de A-lijsten
staan (lijst A2 veilige vectoren en lijst A3 inserties).

2. Pathogeniteitsclassificatie Regeling genetisch gemodificeerde organismen (ggo)

Onder de ggo-regelgeving worden bij de pathogeniteitsclassificatie van een micro-organisme de
risico’s voor mens en milieu in ogenschouw genomen. Daartoe worden de 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;

c) 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.

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 Al van
Regeling ggo! geplaatst worden.

3. Taxonomie en haamgeving

De taxonomie van schimmels is complex. Mede door de toenemende informatie over genoom-
sequenties is de taxonomie aan verandering onderhevig. Dit vraagt om een zorgvuldige identificatie
van de te gebruiken schimmelsoort. Veel schimmels hebben zowel een geslachtelijk (teleomorf) als
een ongeslachtelijk (anamorf) stadium. Omdat zij er in deze stadia verschillend uitzien, hebben
verscheidene schimmels in het verleden meerdere soortnamen gekregen. In 2011 is door het
‘International Botanical Congress’ besloten dat het tot dan toe gebruikelijke duale
nomenclatuursysteem van schimmels komt te vervallen en dat vanaf januari 2013 één schimmel slechts
één naam mag hebben.? Het nomenclatuursysteem van schimmels bevindt zich nog steeds in een
overgangssituatie waarbij de nieuwe naamgeving nog niet altijd consistent is doorgevoerd.

4. Het genus Rhizopus

Het genus Rhizopus behoort tot de familie van Mucoraceae, en de orde van Mucorales.® Deze
zygomyceten hebben vertakkende schimmeldraden en reproduceren door zowel seksuele als aseksuele
sporevorming. De ongeslachtelijke sporangiosporen die geproduceerd worden in het sporangium
(sporendoosje), verspreiden zich onder andere via de lucht.* Bij geslachtelijke voortplanting via
fusering van paringshyfen ontstaat een zygospore.

Rhizopussoorten worden onder andere als saprotrofe schimmels op dode plantmateriaal aangetroffen,
in landbouwgrond en in de bodem van bossen. Ze komen ook voor op rijpe groenten en fruit, jam,
brood, pinda’s, leer en tabak.* In Azié en Oceanié worden rhizopussoorten gebruikt bij de productie
van alcoholhoudende dranken, of voor fermentatie bij bijvoorbeeld de productie van tempeh.®
Sommige rhizopussoorten kunnen optreden als opportunistische humane pathogenen, met soms fatale
afloop door mucormycose (ernstige infecties veroorzaakt door schimmels uit de Mucorales orde).
Mucormycose vindt voornamelijk plaats bij immuun-gecompromitteerde patiénten.®
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4.1 Endosymbiotische bacterieén in Rhizopus microsporus

Verschillende stammen van R. microsporus worden geassocieerd met rijstzaailingziekte (‘rice seedling
blight’). De ziekte wordt veroorzaakt door toxines die geproduceerd worden door de endosymbiotische
bacteriesoorten Mycetohabitans (voorheen bekend als Burkholderia) rhizoxinica of Mycetohabitans
endofungorum die in de R.microsporus aanwezig kunnen zijn.”8%1° Mycetohabitans-stammen
produceren het anti-mitotische toxine rhizoxin, dat de rijstzaailingen verzwakt of doodt, waardoor
nutriénten vrijkomen voor zowel de schimmel als de bacterie.”'*21® Daarnaast produceren enkele
Mycetohabitans-stammen ook het toxische rhizonin, dat bij mens en dier na consumptie de lever
aantast.2121415 De intracellulaire Mycetohabitans-bacterién worden verticaal overgedragen en niet alle
R. microsporus stammen bevatten deze Mycetohabitans-bacterién. De bacterién spelen mogelijk een
rol in (a)seksuele spoorvorming van de R. microsporus,'®t’ hoewel de schimmel ook in staat is sporen
te vormen wanneer er geen endobacterién aanwezig zijn.*® Naast de Mycetohabitans-stammen, kunnen
er in sommige stammen van R. microsporus ook Burkholderia bacterién aanwezig zijn.* Ook zijn er
aanwijzingen dat de aanwezigheid van narnavirussen ook een rol spelen in de seksuele spoorvorming
van R. microsporus.?

5. De variant Rhizopus microsporus var. oligosporus

Over de exacte taxonomische indeling van de schimmel R. microsporus var. oligosporus is nog geen
consensus.?*?? Het onderscheid tussen R. microsporus en R. microsporus var. oligosporus berust
voornamelijk op de sporenmorfologie.?® Op basis van sequentiehomologie van DNA sequenties tussen
de rRNA genen (internal transcribed spacer; ITS) en (delen van) twee andere genen is geen verschil
gevonden tussen R.microsporus en R. microsporus var. oligosporus.2#?52627 Door sommige
taxonomen wordt R. microsporus var. oligosporus beschouwd als een aparte soort met de soorthaam
R. oligosporus.??> Ook wordt R. microsporus var. oligosporus soms expliciet afgekort tot
R. oligosporus. Omdat de COGEM verzocht is R. microsporus var. oligosporus te classificeren, wordt
in onderstaande paragrafen de naam R. microsporus var. oligosporus gebruikt als synoniem van
R. oligosporus.

R. microsporus variéteit oligosporus wordt al eeuwenlang gebruikt voor de fermentatie van gekookte
sojabonen om tempeh te produceren.? Een starter met R. microsporus var. oligosporus sporen wordt
toegevoegd aan een dunne laag sojabonen. Na 24-48 uur fermentatie onder lage zuurstofcondities zijn
de bonen bedekt met een wit mycelium en kan de verse tempeh worden gegeten of verder worden
verwerkt zodat het langer bewaard kan worden.?

In vergelijking met andere R. microsporus stammen heeft var. oligosporus een relatief grote
hoeveelheid (10-30%) sporen die qua morfologie afwijken.?® Hiervan wordt geopperd dat dit een
gevolg zou kunnen zijn van de domesticatie tijdens het langdurige gebruik van var. oligosporus in de
productie van tempeh. Het is onbekend wat het effect is van de afwijkende sporen op de mogelijke
aanwezigheid van Mycetohabitans-bacterién en de productie van toxines door deze endosymbionten.
Er zijn in de literatuur negen stammen van R. microsporus var. oligosporus getest op aanwezigheid
van rhizoxins en rhizonins.!#2° Bij één van deze uit tempeh geisoleerde stammen (CBS 339.62) bleken
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rhizoxins en rhizonins geproduceerd te worden door de in de schimmel aanwezige M. rhizoxinica.®®
Van deze schimmelstam is ongeveer 30% van de sporen afwijkend qua morfologie.?

R. microsporus var. oligosporus is alleen geisoleerd uit tempeh en andere gefermenteerde producten
en is niet gevonden bij rijstplanten met rijstzaailingziekte.**3! Naast tempehproductie wordt de
oligosporus variéteit ook gebruikt voor de productie van tempeh bongkrek, een gefermenteerde cake
van kokosvlokken.?8*2 De endosymbiotische bacterie Burkholderia gladioli pathovar. Cocovenenans,
voorheen bekend als Pseudomonas cocovenenans, die aanwezig kan zijn in de var. oligosporus die
voor de productie van bongkrek gebruikt wordt, produceert de toxines bongkrekzuur (‘bonkrekic
acid’) en toxoflavine.® Het eten van hiermee gecontamineerd voedsel leidt tot ernstige
voedselvergiftiging, waarvan zo’n 10% een dodelijke afloop heeft.333435

Er zijn drie casussen bekend in de literatuur waar R. microsporus var. oligosporus geidentificeerd is
als veroorzaker van mucormycose.63"3 In twee casussen betrof het een immuungecompromitteerde
patiént, de derde een immuuncompetente patiént die een rugoperatie had ondergaan een week voor
deze symptomen van mucormycose vertoonde.

6. Eerder COGEM advies en classificatie door andere organisaties

De COGEM heeft vijf verschillende rhizopussoorten geclassificeerd, waaronder de soort Rhizopus
microsporus.® R. microsporus is, evenals de soorten R. axygosporus, en R. schipperae, ingedeeld in
pathogeniteitsklasse 2. De soorten R. oryzae en R. stolonifer zijn geclassificeerd in klasse 2 als
plantpathogene schimmels.

Het Duitse Het Duitse ‘Bundesanstalt fiir die Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin’ (BAUA) heeft in de
‘Technische Regeln fiir Biologische Arbeitsstoffe’ (TRBA) R. microsporus in risicogroep 2 ingedeeld,
maar noemt daarbij niet de variéteit oligosporus.®® Ook de Canadese ‘Public Health Agency’ heeft
R. microsporus in risicogroep 2 ingedeeld, zonder de variéteit oligosporus te noemen.* De Belgische
‘Biosafety server’ heeft R. microsporus var. oligosporus ingedeeld in risicogroep 1 voor mensen en
dieren.*? De Zwitserse ‘Federal Office for the Environment’ noemt R. microsporus var. oligosporus,
maar heeft deze nog niet geclassificeerd.** Het American Type Culture Collection (ATCC) heeft
werkzaamheden met R. microsporus var. oligosporus ingeschaald in BSL-1.4

7. Overweging en advies

R. microsporus var. oligosporus is een schimmel die wordt toegepast bij de productie van tempeh. Er
zijn in de wetenschappelijke literatuur geen aanwijzingen dat deze schimmel ziekte veroorzaakt bij
dier of plant. In zeldzame gevallen waarbij R. microsporus var. oligosporus aangetroffen is bij
mucormycose in patiénten, betrof het patiénten met een onderliggend ziektebeeld of onderdrukt
immuunsysteem. Hieruit kan geconcludeerd worden dat R. microsporus var. oligosporus geen
ziekteverwekker is bij mensen, maar als opportunistisch pathogeen kan optreden.
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COGEM merkt op dat in enkele stammen endosymbiotische toxine-producerende bacterién aanwezig
kunnen zijn. Wanneer de toxines in voedselproducten aanwezig zijn die met behulp van de schimmel
bereid zijn kan dit tot voedselvergiftiging leiden.

Het bovenstaande in overweging nemende, is de COGEM van oordeel dat R. microsporus var.
oligosporus apathogeen is. De COGEM adviseert daarom R. microsporus var. oligosporus in te delen
in pathogeniteitsklasse 1, en deze op te nemen in Bijlage 2, lijst Al van de Regeling ggo.
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