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ONDERWERP Advies pathogeniteitsclassificatie Bacillus thuringiensis 407 Cry-

Geachte mevrouw Heijnen,

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende het dossier getiteld ‘Bacillus thuringiensis
407 Cry’ (1G 23-200_2.13-000), ingediend door de Universiteit Leiden, deelt de COGEM u
het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsklasse van de bacteriestam
Bacillus thuringiensis 407 Cry-. Bacterién behorend tot het genus Bacillus komen
wereldwijd in uiteenlopende omgevingen voor. De soort B. thuringiensis is voor het eerst
aangetroffen in zijdewormen en is een bekend insectenpathogeen, en ingedeeld als
dierpathogeen in pathogeniteitsklasse 2. De pathogeniteit van B. thuringiensis wordt
voornamelijk veroorzaakt door zogenaamde crystal (cry)-eiwitten die schadelijk zijn voor
insecten. De bacterie en Cry-eiwitpreparaten worden daarom veel toegepast bij de
bestrijding van plaaginsecten.

De bacteriestam B. thuringiensis 407 is geisoleerd uit vlinderachtigen. Door deze stam
langdurig te kweken bij hogere temperaturen is het plasmide waarop de cry-genen gelegen
zijn, verloren gegaan, waardoor deze stam geen cry-eiwitten kan produceren. Met de
verkregen stam B. thuringiensis 407 Cry- wordt al enkele jaren onderzoek gedaan. Er zijn
geen aanwijzingen dat B. thuringiensis 407 Cry- pathogeen is voor insecten onder
natuurlijke omstandigheden. Alles in overweging nemende, is de COGEM van oordeel dat
de bacteriestam B. thuringiensis 407 Cry- 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 bacteriestam

Bacillus thuringiensis 407 Cry-
COGEM advies CGM/240215-02

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsklasse van de bacteriestam Bacillus
thuringiensis 407 Cry-, en plaatsing van deze stam op bijlage 2, lijst Al van de 'Regeling genetisch
gemodificeerde organismen’ (Regeling ggo).! Bijlage 2, bestaat uit een lijst van micro-organismen die
apathogeen zijn voor mens, dier of plant. Opname op Bijlage 2, lijst Al betekent dat onder ML-I
laboratorium-condities met het betreffende micro-organisme ggo’s vervaardigd mogen worden indien
hierbij vectoren worden gebruikt die wél, of inserties die niet, op de A-lijsten staan (lijst A2 veilige
vectoren en lijst A3 inserties). Het verzoek is afkomstig van de Universiteit Leiden (IG 23-200). De
soort Bacillus thuringiensis is opgenomen in de Regeling ggo in pathogeniteitsklasse 2. De aanvrager
stelt dat de stam 407 Cry- geen genetisch materiaal bevat dat verantwoordelijk is voor de virulentie en
verzoekt de stam B. thuringiensis 407 Cry- in te delen in klasse 1.

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;
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 A1 van de Regeling ggo geplaatst worden.
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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.

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. De soort Bacillus thuringiensis
Het genus Bacillus behoort tot de familie van de Bacillaceae.? Het zijn grampositieve staafvormige
bacterién die endosporen produceren, en onder aerobe en facultatief anaerobe condities kunnen
groeien.®* Het genus Bacillus bestaat uit een zeer diverse groep bacterién, waaronder dier- en
humaanpathogenen, die wereldwijd in zeer verschillende omgevingen voorkomen.® De soort B.
thuringiensis is een grampositieve, anaerobe bacteriesoort.® De bacterién zijn staafvormig (1.0 - 1.2 x 3
-5 um) en groeien bij temperaturen tussen 10 en 48 °C, met een optimum tussen 28 en 35 °C.°

B. thuringiensis is voor het eerst aangetroffen in zijdewormen in Japan in 1901. Hierna is de bacterie
gevonden in 1911 in Duitsland in de larven van de grauwe meelmot, Ephestia kuehniella, en is de soort
beschreven.” B. thuringiensis is vooral bekend als pathogeen voor insecten en nematoden. De
pathogeniteit wordt vooral veroorzaakt door de productie van Cry-eiwitten (d-endotoxines). B.
thuringiensis stammen kunnen verschillende Cry-eiwitten produceren die schadelijk zijn voor specifieke
organismen: insecten (orde Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Dictyoptera,
Orthoptera en Mallophaga), nematoden (orde Strongylida en Tylenchida), protozoa (Diplomonadida) en
mijten.’

De Cry-eiwitten worden in eerste instantie geproduceerd als parasporale kristallen.® Wanneer deze
kristallen in contact komen met maagvloeistoffen van insecten, worden de toxische Cry-eiwitten
geactiveerd.® De voornaamste, maar niet de enige, theorie over de toxiciteit is dat de Cry-eiwitten porién
vormen in de darmwandcellen van het insect.® Deze porién laten selectief kationen door, wat een
osmotische onbalans veroorzaakt en waardoor de cellen afsterven.® Hierdoor kan B. thuringiensis het
lichaam binnentreden en koloniseren, waardoor het insect komt te overlijden.® De Cry-eiwitten zijn
uitgebreid onderzocht waarbij geen toxiciteit voor mensen is aangetoond.® De Cry-eiwitten zijn
essentieel voor de pathogeniteit van B. thuringiensis, maar de bacterie kan nog verschillende andere
toxines aanmaken, waaronder: thuringiensin, Vegatative Insecticial Proteins (VIPs), secreted
insecticidal proteins (Sips), zwittermicin A, en enterotoxines.**1:12 Deze toxines zijn belangrijke voor
de mate van virulentie van B. thuringiensis en maken opportunistische infecties mogelijk.
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De bacteriesoort B. thuringiensis is nauw verwant aan Bacillus cereus, en het staat ter discussie of B.
cereus niet als een ondersoort van B. thuringiensis geclassificeerd moet worden.® B. cereus een is bron
voor voedselvergiftigingen.'* Bij B. thuringiensis zijn alleen opportunistische infecties van mensen
waargenomen.>1¢ B, cereus maakt geen Cry-eiwitten aan, maar wel een aantal toxines die ook door B.
thuringiensis worden geproduceerd. Omdat bij identificatie van infecties het onderscheid tussen deze
twee soorten niet standaard wordt vastgesteld, kan niet uitgesloten worden dat B. thuringiensis en B.
cereus in wetenschappelijke publicaties onjuist geidentificeerd zijn.1416.17.18

4. De stam Bacillus thuringiensis 407 Cry-

In 1989 is de 407 Cry- variant van B. thuringiensis beschreven.’® De stam B. thuringiensis 407 is
pathogeen voor vlinderachtigen (lepidoptera). Bij het kweken van deze stam bij 42°C is het plasmide
met de cry genen verloren gegaan. Deze stam is B. thuringiensis 407 Cry- genoemd, en in 2013 is de
genoomsequentie gepubliceerd.?’ Op basis van PCR-analyse is aangetoond dat er geen Cry-genen meer
aanwezig zijn in het genoom van deze stam.!? De stam wordt gemakkelijk getransformeerd en wordt
gebruikt voor genetisch onderzoek naar virulentie en pathogeniteit van B. thuringiensis.?%2!

In een wetenschappelijke publicatie waarin onderzocht werd hoe B. thuringiensis het best
getransformeerd kan worden, is beschreven dat eiwitextracten van B. thuringiensis 407 Cry- geen
toxiciteit vertonen voor de larven van Plutella xylostella (koolmot) en Spodoptera littoralis
(katoenuil).’®22 Wanneer B. thuringiensis 407 Cry- oraal toegediend wordt aan Galleria mellonella
(Grote wasmot) of Bombyx mori (zijdevlinder) larven, treedt geen sterfte op van de larven, maar de
combinatie van B. thuringiensis 407 met Cry-eiwitten leidt wel tot sterfte.?32425 Ook directe injectie
van B. thuringiensis 407 Cry- in rupsenleidt tot mortaliteit.>24

5. Eerder COGEM advies

De soort B. thuringiensis is door de COGEM ingedeeld als dierpathogeen en in pathogeniteitsklasse
2'26,27

6. Overweging

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 (of bacteriestammen) weinig literatuur over apathogeniteit voorhanden.

De bacteriestam B. thuringiensis 407 Cry- is een stam die verkregen is na langdurige kweek van B.
thuringiensis bij hoge temperaturen. Er zijn bij de COGEM geen publicaties bekend die B. thuringiensis
407 Cry- in verband brengen met pathogeniteit voor mens of plant. Ook bij dieren (insecten) zijn er geen
aanwijzingen voor pathogeniteit onder natuurlijke omstandigheden. De bacteriestam B. thuringiensis
407 Cry- wordt al jaren gebruikt voor onderzoek naar de pathogeniteit en virulentie van B.
thuringiensis.?>?! Uit onderzoek blijkt dat er geen cry genen in B. thuringiensis 407 Cry- aanwezig
zijn.122% Zonder deze Cry-eiwitten lijkt de stam niet schadelijk te zijn voor insecten via natuurlijke
blootstelling. 232425

COGEM advies CGM/2402xx-xx 3



7. Advies

Alles in overweging nemende is de COGEM van oordeel dat de bacteriestam Bacillus thuringiensis 407
Cry- een apathogene bacteriestam is. De COGEM adviseert om B. thuringiensis 407 Cry- in te delen in

pathogeniteitsklasse 1 en op te nemen in Bijlage 2, lijst A1 van de Regeling ggo.
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