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Geachte mevrouw Heijnen,

Naar aanleiding van een vergunningsaanvraag van Corbion (Purac Biochem b.v.) (IG 24-
007_2.13-000) is de COGEM gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsklasse van de
micro-alg Prototheca moriformis, en de plaatsing hiervan op Lijst Al van Bijlage 2 van de
Regeling ggo. De COGEM deelt u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsklasse Prototheca moriformis
en de plaatsing van deze micro-alg op Bijlage 2, lijst Al (apathogene gastheerorganismen)
van de ‘Regeling genetisch gemodificeerde organismen’.

P. moriformis is in 1894 voor het eerst geisoleerd uit het sap van een beschadigde
lindeboom. De micro-alg behoort tot de groenwieren, maar is kleurloos en niet in staat tot
fotosynthese.

Genetisch gemodificeerde varianten van deze soort worden gebruikt voor de productie van
onder andere vetzuurolie. Deze oliezuren zijn getest en veilig bevonden voor consumptie
door mens en dier.

Tot het Prototheca-genus behoren enkele soorten die aangemerkt worden als pathogeen
voor dier en mens. Infectie veroorzaakt de zeldzame ziekte protothecosis, die zowel
gezonde als immuungecompromitteerde personen treft. Er zijn geen aanwijzingen dat
P. moriformis pathogeen zou zijn voor planten, mensen of dieren, of dat er schadelijke
bloei op kan treden.

De COGEM adviseert P. moriformis in te delen in pathogeniteitsklasse 1.




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 micro-alg Prototheca moriformis

COGEM advies CGM/240221-01

1. Inleiding

Naar aanleiding van een verzoek van Corbion (Purac Biochem b.v.) is de COGEM gevraagd te adviseren
over de pathogeniteitsklasse van de micro-algensoort Prototheca morifomis (IG 24-007). Ook is de
COGEM gevraagd te adviseren over plaatsing van deze micro-algensoort 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. Algen

Het begrip ‘algen’ is een brede verzamelnaam voor diverse groepen autotrofe organismen die licht
(fotosynthese) of anorganische chemische reacties (chemosynthese) als energiebron gebruiken.?2 Zij
vormen geen monofyletische groep, en zijn daardoor lastig als groep te definiéren. De meeste algen
gebruiken fotosynthese als energiebron. Algen kunnen ééncellig of meercellig zijn, en behoren tot de
eukaryoten.? Er worden micro-algen (bijvoorbeeld fytoplankton) en macro-algen (bijvoorbeeld zeewier)
onderscheiden. Blauwalgen (cyanobacterién) worden in de volksmond ook algen genoemd, maar zijn
fotosynthetiserende prokaryoten en behoren tot het bacterierijk.2® Algen worden voor veel doeleinden
toegepast, onder meer in de farmaceutische, voedings- en cosmetische industrie.®

4. Het genus Prototheca

Het Prototheca-genus (familie: Chlorellaceae) omvat aerobe ééncellige micro-algen en komt
wereldwijd voor. Hoewel ze tot de groenwieren behoren, zijn Prototheca-soorten Kkleurloos en
apochlorotisch: ze hebben geen (werkzame) chloroplasten of pyrenoiden. Ze zijn derhalve niet in staat
tot fotosynthese en aangewezen op een heterotroof dieet. Over het algemeen zijn Prototheca-soorten
thiamine-deficiént en is exogeen vitamine B1 vereist voor groei.® Prototheca-soorten kunnen zich
aseksueel voortplanten door de vorming van sporen in sporendoosjes (sporangia). Prototheca-soorten
worden gevonden in veel verschillende omstandigheden, bij zowel gematigde als tropische
temperaturen. Soorten uit het Prototheca-genus zijn geisoleerd uit onder andere voedingsmiddelen, het
sap van (beschadigde) bomen, bodemmonsters, en zoet-, zout en rioolwater. Ook worden Prototheca-
soorten gedetecteerd in o0.a. feces en wonden.’

Er zijn verschillende Prototheca-soorten die worden gebruikt om producten te maken voor menselijke
en dierlijke consumptie.®%1%1! Er zijn ook Prototheca-soorten — zoals Prototheca cutis, Prototheca
wickerhamii en Prototheca bovis— die pathogeen kunnen zijn voor gewervelden, waaronder mensen,
huisdieren en vee.1?1314.15.18 |nfectie vindt vermoedelijk plaats door besmetting van open wonden.* Dit
kan leiden tot de zeer zeldzame ziekte protothecosis, die wordt veroorzaakt door actieve invasie door de
micro-alg en verspreiding hiervan in de gastheer. Protothecosis in mensen treft zowel
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immuungecompromitteerde personen als voorheen gezonde patiénten. Afhankelijk van de locatie van
de initiéle besmetting kan dit onder andere huidlaesies, slijmbeursontstekingen en systemische infecties
veroorzaken.'"18 Protothecosis leidt in sommige gevallen tot neurologische klachten en is in zeldzame
gevallen dodelijk.t*2%2 |n dieren leidt infectie met P. bovis onder andere tot grote vermindering van
melkproductie door ernstige mastitis. Er wordt vermoed dat P. bovis oro-fecaal wordt verspreid, en/of
via besmette melkmachines. Ook in dieren kan protothecosis uiteindelijk fataal aflopen.?22324

5. Prototheca moriformis

De soort Prototheca moriformis is in 1894 geisoleerd uit het sap van een beschadigde linde in
Duitsland.®>% P. moriformis is ééncellig en in staat om extracellulaire polysacharide capsules te vormen.
Het sporangium is bol- tot eivormig en 16 um bij 13 pm groot. Onder laboratoriumcondities groeit
P. moriformis goed bij 25-30 °C, en redelijk bij 37 °C.3*

Genetisch gemodificeerde (gg-) varianten van P. moriformis worden gebruikt om specifieke oliezuur-
en oliezuur-stearinezuur-oliezuur triglyceriden te maken geschikt voor humane consumptie.?°101! Deze
gg-varianten van P. moriformis en de hiervan afgeleide producten zijn getest voor menselijke en
dierlijke consumptie en hebben van de ‘Food and Drug Administration’ (FDA) in de Verenigde Staten
een GRAS-status (Substances Generally Recognized as Safe) ontvangen.?6?"2¢ Er is in de
wetenschappelijke literatuur één geval bekend van ziekte na infectie met P. moriformis. Dit betreft een
experiment waarbij infectie van koeien met P. moriformis tot ernstige mastitis leidde.?® P. moriformis
wordt in wetenschappelijke literatuur over het algemeen niet aangemerkt als pathogeen.

6. Taxonomische onduidelijkheden binnen het Prototheca-genus

Sinds de oprichting van het genus in 1894 zijn er zijn veel Prototheca-stammen verzameld.*°:31-32 Naar
aanleiding van recente taxonomisch onderzoeken op basis van DNA- en RNA-sequentie-analyses
worden nieuwe revisies van het genus geopperd.®*34 Als de voorgestelde revisies worden doorgevoerd
zullen veel van de verzamelde Prototheca-stammen onder andere soorten worden ondergebracht. Dit
treft ook meerdere stammen die thans als P. moriformis staan aangemerkt. Deze stammen zullen
hernoemd worden tot P. wickerhamii of Prototheca ciferrii.3* Van P. wickerhamii is bekend dat het
protothecosis kan veroorzaken. P. ciferrii is niet bekend als pathogene micro-alg. De voorgestelde
revisies bevatten ook verschuivingen van verschillende pathogene stammen van Prototheca zopfii naar
de soort P. ciferrii.®*

7. Eerdere COGEM adviezen en pathogeniteitsclassificaties van andere beoordelende instanties

De COGEM heeft niet eerder geadviseerd over algen die tot het Prototheca-genus behoren. Wel wordt
het genus genoemd in een COGEM onderzoeksrapport uit 2012 over de milieurisicobeoordeling bij
genetische modificatie van (industrieel relevante) algen als een van de twee genera waar pathogene
algen toe behoren.® In een onderzoeksrapport van de COGEM uit 2021 over de taxonomie en
risicoclassificatie van algen word het genus in diezelfde trant genoemd.*® Daarnaast zijn er producten
die geproduceerd zijn met behulp van verschillende genetisch gemodificeerde P. moriformis stammen
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met een GRAS status.?®2"28 De micro-algen waar de COGEM tot op heden over heeft geadviseerd zijn
alle ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1.’

De soort P. moriformis wordt niet vermeld op de lijst van de Zwitserse ‘Bundesamt fir Umwelt’ (BAFU)
of de ‘Belgian Biosafety Server’.%3® De Canadese ‘ePathogen Risk group database’ heeft Prototheca
spp. ingedeeld in risicoklasse 2 voor mens en dier.*> De Duitse ‘Bundesanstalt fir Arbeitsschutz und
Arbeitsmedizin’ heeft in de ‘Technische Regeln fur Biologische Arbeitsstoffe’ (TRBA) de soort
ingedeeld in risicogroep 1, wat inhoudt dat het onwaarschijnlijk is dat de soort ziekte veroorzaakt bij de
mens.* De ATCC heeft de soort ingedeeld als BSLI organisme.*? De classificaties door andere
beoordelende instanties gelden als referentie en achtergrondinformatie bij de risicobeoordeling die door
de COGEM wordt uitgevoerd.

In de databases van de ‘American Phytopathological Society’ (APS) en de ‘European and Mediterranean
Plant Protection Organization’ (EPPO) is P. moriformis niet opgenomen.**#4 Ook staat deze soort niet
op de lijst van micro-algen waarvan bekend is dat er schadelijke bloei op kan treden.*®

8. 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 voor veel micro-algen weinig literatuur over apathogeniteit voor handen.

P. moriformis is een micro-alg die voor het eerst is gevonden in de sapstroom van een beschadigde
lindeboom.*® Er zijn geen aanwijzingen dat P. moriformis pathogeen zou zijn voor planten of dat er
schadelijke bloei op kan treden. Genetisch gemodificeerde P. moriformis wordt gebruikt voor de
productie van onder andere vetzuurolie en heeft in de VS de GRAS status.®® Er is in de
wetenschappelijke literatuur één geval bekend waarbij een micro-alg die beschreven wordt als
P. moriformis, in experimenteel onderzoek uierontstekingen in koeien kan veroorzaken.?® P. moriformis
wordt in de wetenschappelijke literatuur niet aangemerkt als pathogeen. De COGEM adviseert de micro-
algensoort P. moriformis in te delen in pathogeniteitsklasse 1, en deze te plaatsen op Bijlage 2, lijst Al
van de ‘Regeling genetisch gemodificeerde organismen’ (Regeling ggo).

9. Signalerende opmerking

De COGEM signaleert dat er onduidelijkheid is over de taxonomische status van Prototheca-soorten en
-stammen. Taxonomische herindelingen binnen het Prototheca-genus zijn daarom voorgesteld.**3* In
het verleden zijn ook een aantal stammen onterecht als P. moriformis geclassificeerd die tot de soort
P. wickerhamii behoren en mogelijk pathogeen zijn. De COGEM wijst erop dat de vergunninghouder
zich moet vergewissen dat de stam(men) waarmee hij wil gaan werken daadwerkelijk tot de soort
P. moriformis behoren en niet één van de foutief ingedeelde pathogene stammen betreft. De
vergunninghouder kan hierbij niet uitgaan van eerdere aanduidingen e.d. en zal dit moeten vaststellen
via bijvoorbeeld sequentiebepaling en vergelijking van het cytb gen of van ribosomale DNA loci.*®
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