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ONDERWERP Advies pathogeniteitsclassificatie gistsoort Pichia kluyveri

Geachte mevrouw Van Nieuwenhuizen,

Naar aanleiding van een verzoek van de Stichting Vrije Universiteit om de gistsoort Pichia
kluyveri op Bijlage 2, lijst Al (apathogene organismen) van de Regeling ggo te plaatsen (1G
21-087 2.13-000), deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsklasse van de gistsoort Pichia
kluyveri en de plaatsing van deze gist op Bijlage 2, lijst Al van de Regeling ggo.

P. kluyveri komt wijdverspreid voor in de natuur en kan aanwezig zijn in rottend fruit en

bij natuurlijke fermentatie van landbouwproducten, zoals koffiebonen. Naar P. kluyveri

wordt veel onderzoek gedaan voor de productie van gefermenteerde levensmiddelen zoals

wijn en bier. Tevens is de gistsoort commercieel verkrijgbaar voor productie van non- of

laagalcoholische dranken. Daarnaast kan P. kluyveri. door het uitscheiden van toxines en

organische vluchtige stoffen bepaalde gisten (en andere schimmels) doden. Door deze

anti-microbiéle eigenschap wordt onderzoek gedaan naar P. kluyveri als potentieel middel

tegen voedselbederf. Er zijn geen publicaties bekend die P. kluyveri in verband brengen

met pathogeniteit voor plant, mens of dier.

Alles in overweging nemende, adviseert de COGEM om P. kluyveri 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 IlenW, Directie Omgevingsveiligheid en Milieurisico’s, DG
Milieu en Internationaal



Pathogeniteitsclassificatie van de gistsoort Pichia kluyveri

COGEM advies CGM/210526-01

1. Inleiding

Naar aanleiding van een verzoek van de Stichting Vrije Universiteit, is de COGEM gevraagd te
adviseren over de pathogeniteitsklasse van de gistsoort Pichia kluyveri (IG 21-087) en de plaatsing van
deze soort op Bijlage 2, lijst Al van de ‘Regeling genetisch gemodificeerde organismen’ (Regeling
ggo).! Deze bijlage bestaat uit een lijst van micro-organismen die apathogeen zijn voor mens, dier of
plant. Opname op Bijlage 2, lijst A1 betekent dat onder ML-I laboratoriumcondities 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).

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.

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.

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. Taxonomie gisten

Gisten behoren tot het rijk van de schimmels (Fungi). Gisten planten zich doorgaans ongeslachtelijk
voort en zijn in het giststadium ééncellig. Sommige gistsoorten kunnen zich onder bepaalde
omstandigheden ook geslachtelijk via asco- of basidiosporen voortplanten. Omdat de geslachtelijke
(teleomorfe) en ongeslachtelijke (anamorfe) stadia er verschillend uitzien, hebben deze gisten in het
verleden verschillende soortnamen gekregen. In 2011 is door het ‘International Botanical Congress’
besloten dat het tot dan toe gebruikelijke duale nomenclatuursysteem van schimmels zou komen te
vervallen en dat vanaf januari 2013 een schimmel slechts één naam mag hebben.? Het
nomenclatuursysteem van schimmels wordt nog met regelmaat aangepast tijdens ‘Fungal
Nomenclature Sessions’ van het ‘International Botanical Congress’.?

Gisten werden tevens in het verleden niet enkel op basis van morfologie (van seksuele en de
aseksuele stadia) maar ook op fysiologische kenmerken (fermentatie- en groeitesten) in genera
ingedeeld. De toenemende informatie over genoomsequenties laat zien dat overeenkomsten in deze
kenmerken geen correcte voorstelling geven van de genetische verwantschap van gisten, waardoor
de taxonomie aan verandering onderhevig is.

4. Pichia kluyveri Bedford ex Kudryavtsev (1960)

Pichia kluyveri (synoniem Hansenula kluyveri) behoort tot het genus Pichia, dat twintig
geaccepteerde soorten bevat met Pichia membranifaciens als typesoort, en behoort tot de familie
Saccharomycetaceae.* In de jaren 80 zijn twee nieuwe varianten van P. kluyveri geidentificeerd, P.
kluyveri var. cephalocereana en P. kluyveri var. eremophila,” maar deze zijn later op basis van
genetische analyses als aparte soorten (Pichia cephalocereana en Pichia eremophila) ingedeeld.® P.
kluyveri komt wijdverspreid voor in de natuur en wordt vaak geisoleerd uit rottend fruit en kan
worden aangetroffen bij natuurlijke fermentatie van andere landbouwproducten, zoals koffiebonen.**
Ook is P. kluyveri geisoleerd uit fruitvliegen (Drosophila melanogaster) die in een wijnkelder aan-
getroffen werden.’

P. kluyveri kan zich aseksueel voortplanten door middel van multilaterale knopvorming (‘budding’
vanuit verschillende locaties op de gistcel). Ook kan de gist seksueel reproduceren door het vormen
van asci (sporenzakjes), die elk één tot vier (in zeldzame gevallen vijf tot acht) hoedvormige
ascosporen bevatten.®? De gistcel zelf is bol- tot eivormig (2-10 um) en vormt soms pseudohyfen
(pseudoschimmeldraden) die ontstaan wanneer cellen aan elkaar vast blijven zitten na ‘budding’. De
meeste P. kluyveri stammen zijn heterothallisch (waarbij twee compatibele partners nodig zijn om
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sporen te vormen), maar in sommige gevallen kan ook zelf-sporulatie plaatsvinden.* De fenotypische
karakteristieken van P. kluyveri vertonen veel gelijkenis met die van de bekende gistsoort
Saccharomyces cerevisiae, maar de gist kan onderscheiden worden van S. cerevisiae door de
productie van biofilm in most (vruchtensap voorafgaand aan het gisten).’

P. kluyveri kan groeien bij temperaturen tussen de 19 en 37°C, alhoewel voor sommige stammen
groei niet altijd mogelijk is bij 37°C.*® Deze gist kan glucose fermenteren, maar geen andere suikers.*
Door fermentatie van glucose wordt ethanol geproduceerd, maar P. kluyveri wordt gekenmerkt door
een lagere alcoholopbrengst dan S. cerevisiae, omdat laatstgenoemde meerdere suikers kan
fermenteren.® Niet alle glucose wordt omgezet naar ethanol, ook worden andere componenten zoals
glycerolen en zuren geproduceerd.'® P. kluyveri produceert daarnaast ook aromatische componenten
zoals (fruitige en florale) esters en thiolen.’ Er is veel onderzoek gedaan naar het gebruik van P.
kluyveri bij de productie van (laag)alcoholische dranken,’!'!:!%13.14.15
uitgevoerd naar de verbetering van smaak van koffie en cacao door fermentatie met P. kluyveri.
Tevens wordt een specifieke stam van P. kluyveri (sequentieel gecombineerd met S. cerevisiae)

verkocht als product voor de bereiding van laag- of non-alcoholische dranken door bier- en
19,20,21

en er zijn enkele studies
16,17,18

wijnmakers.

Naast het gebruik van P. kluyveri bij de bereiding van (non-)alcoholische dranken, wordt er ook
onderzoek verricht naar de antimicrobiéle eigenschappen van deze gist.>?>* P. kluyveri wordt
beschouwd als een zogenaamde ‘killer yeast’ vanwege de productie van ‘killer’ toxines (ook wel
‘mycocins’). Deze ‘killer’ toxines worden geproduceerd door verscheidene gisten (er zijn meer dan
11 verschillende ‘killer’ toxines beschreven uit bijna 100 gistsoorten atkomstig uit meer dan twintig
verschillende genera), waaronder S. cerevisiae.** Voor P. kluyveri zijn twee killer toxines
beschreven, een toxine van 19 kDa geproduceerd door de P. kluyveri stam 1002,% en Pkkp (54 kDa)
geproduceerd door P. kluyveri stam DBVPG 5826.2% Het toxine geproduceerd door P. kluyveri stam
1002 vormt ion-kanalen in het membraan van gevoelige cellen en is dodelijk voor gisten uit de genera
Candida, Saccharomyces en Torulopsis.>>*® De werking van dit toxine is vergelijkbaar met de K1
toxine activiteit van S. cerevisiae, dat eveneens de functie van het celmembraan van de cellen waar
het toxine aan bindt, verstoord.??” Het Pkkp toxine is effectief gebleken in het doden van andere
gistsoorten die betroffen zijn bij voedselbederf, waaronder Dekkera/Brettanomyces bruxellensis en
ook S. cerevisiae.”> De exacte werking van dit toxine is niet geheel bekend. Ook kan door de
productie van vluchtige organische verbindingen door P. kluyveri antimicrobi€le activiteit bereikt
worden tegen gisten en andere schimmels vanwege groeiremmende eigenschappen.” Vanwege de
antimicrobi€le activiteit wordt ook wel onderzoek gedaan naar P. kluyveri als niet-chemische
component om voedselbederf te voorkomen.?

5. Eerder COGEM advies en internationale classificaties

De COGEM heeft in 2018 een lijst met de pathogeniteit van een groot aantal apathogene en
pathogene schimmels geactualiseerd en gepubliceerd.?® Zij heeft hierin meerdere soorten uit het
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genus Pichia ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1. Een enkele soort, Pichia kudriavzevii heeft zij
ingedeeld als dierpathogeen in pathogeniteitsklasse 2.

De buitenlandse instantie ‘American Type Culture Collection’(ATCC) heeft verscheidene P. kluyveri
stammen ingedeeld op het laagste veiligheidsniveau (‘Biosafety level 1°).2° Deze classificatie van de
ATCC is gebaseerd op pathogeniteit voor de mens. De inschaling door deze buitenlandse instantie geldt
als referentie en achtergrondinformatie bij de risicobeoordeling die door de COGEM wordt uitgevoerd.

6. Overweging en advies

Wetenschappelijk gezien is de pathogeniteit van een micro-organisme in het algemeen 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 micro-organismen weinig literatuur over apathogeniteit voorhanden.

Voor zover bij de COGEM bekend, zijn er geen publicaties waarin melding wordt gemaakt dat P.
kluyveri pathogeen is voor mens, dier of plant. Bekend is dat sommige stammen van P. kluyveri
antimicrobi€le eigenschappen hebben en zogenaamde ‘killer’ toxines kunnen produceren, waar met
name onderzoek naar gedaan wordt met betrekking tot het voorkomen van voedselbederf. Productie van
killer toxines in gisten met antimicrobi€le eigenschappen is een bekend fenomeen en komt ook voor bij
de (apathogene) bier- of bakkersgist S. cerevisiae.

Naar P. kluyveri wordt voornamelijk onderzoek gedaan met betrekking tot de bereiding van
alcoholische dranken. Ook wordt de gist commercieel aangeboden voor de productie van non- of
laagalcoholische dranken. Er zijn geen gevallen in de literatuur bekend van toxische of nadelige effecten
van P. kluyveri bij de mens of bij dieren. In de ‘Atlas of Clinical Fungi’, het naslagwerk met alle klinisch
relevante schimmels, staat P. kluyveri ook niet vermeld als pathogene schimmel/gist.>* Verder staat de
gist niet vermeld als plantpathogeen in verscheidene ‘online databases’ met informatie over
schimmelsoorten die ziekten bij planten veroorzaken,3!-32:33:34

Het voorgaande in overweging nemende, is de COGEM van oordeel dat P. kluyveri niet pathogeen is
voor mens, dier en plant. Zij adviseert daarom deze gist in te delen in pathogeniteitsklasse 1. Tevens
adviseert de COGEM om P. kluyveri op te nemen in Bijlage 2, lijst A1 van de Regeling ggo.
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