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Geachte mevrouw Heijnen,

Naar aanleiding van een adviesvraag over de pathogeniteitsclassificatie van de bacteriesoort
Bacillus paralicheniformis (IG 23-131_2.13-000), aangevraagd door de Technische
Universiteit Delft, deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsklasse van de bacteriesoort
Bacillus paralicheniformis en de plaatsing van deze bacterie op Bijlage 2, lijst A1 van de
Regeling ggo.

Bacillus-bacterién worden in veel verschillende milieus aangetroffen, waaronder in zoet
en zout water en in de bodem. Daarnaast zijn er ook bacillussoorten geisoleerd uit planten,
dieren en mensen.

B. paralicheniformis is een bacterie die aangetroffen wordt in gefermenteerde Koreaanse
sojagerechten, maar ook in de bodem en rondom plantenwortels. Onderzoek naar B.
paralicheniformis richt zich vooral op de antagonistische werking van deze bacterie tegen
verschillende plantpathogenen, zoals bacterién, schimmels en rondwormen (aaltjes).
Bescherming tegen pathogenen vindt met name plaats door uitscheiding van secundaire
metabolieten. Er zijn geen aanwijzingen dat B. paralicheniformis pathogeen zou zijn voor
mens, dier of plant. Van enkele stammen is beschreven dat zij voor planten
groeibevorderende eigenschappen hebben.

Alles in overweging nemende is de COGEM van oordeel dat de bacteriesoort B.
paralicheniformis ingedeeld dient te worden in pathogeniteitsklasse 1, en opgenomen kan
worden op 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



Pathogeniteitsclassificatie van de bacterie Bacillus paralicheniformis

COGEM advies CGM/230829-01

1. Inleiding

In verband met een verzoek van de Technische Universiteit Delft (1G 23-131) is de COGEM gevraagd
te adviseren over de pathogeniteitsklasse van de bacteriesoort Bacillus paralicheniformis, voor plaatsing
op lijst Al van Bijlage 2 van de "Regeling genetisch gemodificeerde organismen’ (Regeling ggo).! Deze
bijlage bestaat uit lijsten van micro-organismen die apathogeen zijn voor mens, dier of plant.

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.

Opportunistische pathogenen, die uitsluitend ziekte kunnen veroorzaken bij individuen met een
verzwakt immuunsysteem of een onderliggend ziektebeeld, 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 de Regeling ggo geplaatst worden.

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. Bacillus spp.

Het geslacht Bacillus behoort tot de familie van de Bacillaceae.? Het zijn gramvariabele (meestal
grampositieve, maar soms ook gramnegatieve) staafvormige bacterién die endosporen produceren, 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.*

4. Bacillus paralicheniformis

Bacillus paralicheniformis (familie Bacillaceae)® is een beweeglijke, endosporen producerende,
grampositieve en facultatief anaerobe bacterie die geisoleerd is uit een traditioneel Koreaans gerecht,
Cheonggukjang.® Dit gerecht bestaat uit gefermenteerde sojabonen, en wordt bereid door gekookte
sojabonen 2 tot 3 dagen aan de open lucht bloot te stellen, of door rijststro toe te voegen. Ook in andere
gefermenteerde Koreaanse sojagerechten wordt B. paralicheniformis aangetroffen.” Groei van de
bacterie vindt plaats bij temperaturen van 15 - 60 °C (met een optimum van 37 °C) en een pH van 6 -
11 (met een optimum van 7 - 8).5 Op basis van fylogenetische analyses van het 16S rRNA gen blijkt het
Cheonggukjang-isolaat (KJ-16") het meest verwant aan Bacillus sonorensis (99,5%) en Bacillus
licheniformis (99,4%). Verdere analyse van de gepubliceerde genoomgegevens van verschillende B.
licheniformis stammen toonde aan dat KJ-16T samen met vier andere stammen in een aparte groep
clustert. Op basis van deze genoom- en fenotypische analyses is KJ-16" in 2015 onderscheiden van B.
sonorensis en B. licheniformis en als nieuwe soort B. paralicheniformis (tevens typesoort) in het genus
Bacillus ondergebracht.®® De soort behoort niet tot de B. cereus groep, maar tot de B. subtilis groep.®

Omdat B. paralicheniformis op basis van 16S rRNA niet te onderscheiden is van B. licheniformis zijn
verschillende (multilocus) genetische markers voorgesteld waarmee dit onderscheid wel gemaakt kan
worden.”® Hiermee zijn verscheidene isolaten als B. paralicheniformis geidentificeerd, die voorheen
als B. licheniformis bekend stonden.
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In de wetenschappelijke literatuur zijn veel verschillende B. paralicheniformis isolaten beschreven,
waaronder de zouttolerante stammen TXO7B-1SG6, F47 en GSFE7 geisoleerd uit grondmonsters
rondom zoutmeren in Mexico®! en Algerije,'? en van durumtarwewortels geteeld op een zoutveld in de
buurt van de Dode Zee,*® de stam TB197 geisoleerd uit een bodemmonster in het Noordwestelijke deel
van de Sonorawoestijn in Mexico,*** en de stammen TRQ65, RPO1 en MDJK30 geisoleerd uit de
rhizosfeer van respectievelijk durumtarwe (Triticum turgidum subsp. durum) in Mexico,*®
Paksoiplanten (Brassica chinensis),!” en pioenrozen in China.® Ook zijn enkele B. paralicheniformis
stammen geisoleerd uit mager melkpoeder in lerland.8

Van de B. paralicheniformis isolaten is beschreven dat deze verscheidene genclusters bevatten voor de
productie van secundaire metabolieten, zoals lipopeptiden, sideroforen en antibiotica, die een
antagonistische werking hebben tegen plantpathogene (micro)organismen (zoals bacterién, schimmels
en nematoden).6912141619 Blootstelling van verschillende nematoden (Caenorhabditis elegans,
Meloidogyne enterolobii, Meloidogyne incognita en Radopholus similis) aan deze secundaire
metabolieten of endosporen van B. paralicheniformis remt de groei en ontwikkeling van deze
nematoden.’*%> Naast in vitro studies bleek ook uit kas- en veldexperimenten dat de schade aan
plantenwortels die veroorzaakt wordt door de nematoden, afneemt bij blootstelling aan endosporen of
secundaire metabolieten.?® Ook blijkt uit experimenten dat B. paralicheniformis TRQ65 de groei van de
plantpathogene schimmel Bipolaris sorokiniana kan remmen,® en is van B. paralicheniformis MDJK30
beschreven dat deze antagonistische activiteit vertoont tegen Fusarium solani en B. subtilis.® Tevens is
van enkele stammen beschreven dat zij plantengroei kunnen stimuleren.®!®' Van de B.
paralicheniformis stammen TRQ65 en GSFE7 is beschreven dat deze genen bevatten die gerelateerd
zijn aan de biosynthese van auxine, een groeibevorderend planthormoon.®®! Inoculatie van
tarweplanten met TRQ65 onder experimentele condities stimuleerde de groei van de planten. Ook voor
de B. paralicheniformis stam RPO1 zijn onder experimentele condities groeibevorderende
eigenschappen bij katoenplanten waargenomen.’

5. Eerder COGEM advies

De COGEM heeft niet eerder geadviseerd over B. paralicheniformis. Wel heeft zij meerdere andere
soorten binnen het geslacht Bacillus geclassificeerd. Het merendeel van de Bacilllus soorten is ingedeeld
in pathogeniteitsklasse 2,2° met uitzondering van B. licheniformis?! en Bacillus circulans? die zijn
ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1, en B. anthracis die is ingedeeld in pathogeniteitsklasse 3.2

6. Pathogeniteitsclassificaties andere beoordelende instanties

Het Duitse ‘Bundesanstalt fir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin’ (BAUA) die pathogeniteit voor de
mens beoordeelt, heeft in de ‘Technischen Regeln flir Biologische Arbeitsstoffe’ (TRBA) 466
(“Einstufung von Prokaryonten (Bacteria und Archaea) in Risikogruppen’ de soort B. paralicheniformis
ingedeeld in risicogroep 1.2% In de database van de ‘American Type Culture Collection” (ATCC) is B.
paralicheniformis ingedeeld in risicogroep 1.2* De Canadese ‘Public Health Agency’ heeft de soort B.
paralicheniformis in risicogroep 1 ingedeeld voor mens en dier.? In 2023 heeft de ‘European Food
Safety Authority’ (EFSA) een wetenschappelijke opinie uitgebracht over de veiligheid en werkzaamheid
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van een voedingsmiddelenadditief voor biggen, kalveren en andere herkauwers (BioPlus® 2B), waar B.
paralicheniformis (DSM 5749) en B. subtilis (DSM 5750) als actieve ingrediénten in aanwezig zijn.%
In deze opinie worden beide bacteriestammen veilig beschouwd voor de doeldieren, consumenten en
het milieu. De inschaling en beoordeling door deze buitenlandse instanties geldt als referentie en
achtergrondinformatie bij de risicobeoordeling die door de COGEM wordt uitgevoerd.

7. 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 bacterién weinig literatuur over apathogeniteit voorhanden.

B. paralicheniformis is een bacterie die aangetroffen wordt in gefermenteerde Koreaanse sojagerechten,
maar ook in de grond en rhizosfeer aanwezig kan zijn. De COGEM merkt op dat B. paralicheniformis
in het verleden door identificatie op basis van 16S rRNA soms verkeerd geidentificeerd is als B.
licheniformis. De soort B. licheniformis is eerder door de COGEM in pathogeniteitsklasse 1 ingedeeld.?

Er zijn geen publicaties bekend die B. paralicheniformis in verband brengen met pathogeniteit voor
mens of dier. Een voedingsmiddelenadditief dat in de veterinaire praktijk als probiotica verkocht wordt,
en waar B. paralicheniformis onderdeel van uitmaakt, is door de EFSA als veilig beschouwd voor
gebruik in de EU.?® Veel onderzoek naar B. paralicheniformis richt zich op antagonistische werking van
deze bacterie tegen verschillende plantpathogenen, met name door uitscheiding van secundaire
metabolieten. Er is geen eenduidig bewijs dat de soort nematodepathogeen is.

Voor zover bij de COGEM bekend, zijn er ook geen aanwijzingen dat B. paralicheniformis
plantpathogeen is. B. paralicheniformis staat ook niet vermeld in de databases van de American
Phytopathological Society?” en de ‘European and Mediterranean Plant Protection Organization’
(EPPO).?8 VVan een aantal stammen is beschreven dat zij voor planten groeibevorderende eigenschappen
hebben.

Alles in overweging nemende is de COGEM van oordeel dat de bacteriesoort B. paralicheniformis een
apathogene bacteriestam is. De COGEM adviseert om B. paralicheniformis in te delen in pathogeniteits-
klasse 1 en op te nemen in Bijlage 2, lijst Al van de Regeling ggo.
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