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ONDERWERP Advies pathogeniteitsclassificatie bacteriestam Serratia sp. ATCC 39006

Geachte mevrouw Heijnen,

Naar aanleiding van een verzoek van de Technische Universiteit Delft om de bacteriestam
Serratia sp. ATCC 39006 op Bijlage 2, lijst Al te plaatsen (IG 21-208_2.13-000), deelt de
COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsklasse van de bacteriestam
Serratia sp. ATCC 39006 en de plaatsing van deze bacterie op Bijlage 2, lijst Al van de
Regeling ggo.

De stam Serratia sp. ATCC 39006 is oorspronkelijk geisoleerd uit kanaalwater van een
zoutmoeras in Amerika. De stam heeft een optimale groeitemperatuur tussen de 25 en
30°C, en is zouttolerant. Serratia sp. ATCC 39006 kan een rood pigment aanmaken,
‘prodigiosin’, en een bepaald antibioticum produceren. In laboratoria wordt veel
onderzoek met deze bacteriestam gedaan naar onder meer de synthese en regulatie van de
productie van deze stoffen. Uit laboratoriumonderzoek blijkt dat nematoden die gevoed
worden met deze bacteriestam, eerder overlijden. Er zijn geen gevallen van natuurlijke
infectie van dieren beschreven. Vanwege de optimale groeitemperatuur van Serratia sp.
ATCC 39006 is het onwaarschijnlijk dat deze soort ziekteverwekkend is voor warm-
bloedige diersoorten of de mens. Hier zijn ook geen gevallen van beschreven. Ook kan
Serratia sp. ATCC 39006 enzymen uitscheiden die de celwanden van plantencellen af
kunnen breken. Uit onderzoek met deze stam in associatie met aardappels is gebleken dat
deze bacterie rot kan veroorzaken in aardappelknollen.

Het bovenstaande in overweging nemende, adviseert de COGEM Serratia sp. ATCC
39006 in te delen in pathogeniteitsklasse 2, als plantpathogene bacterie.




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 Serratia sp. ATCC 39006

COGEM advies CGM/220125-01

1. Inleiding

Naar aanleiding van een verzoek van de TU Delft (1G 21-208) is de COGEM gevraagd te adviseren over
de pathogeniteitsklasse van de bacteriestam Serratia sp. ATCC 39006 en plaatsing van deze bacterie op
Bijlage 2, lijst A1 van de "Regeling genetisch gemodificeerde organismen’ (Regeling ggo).! Deze
bijlage bestaat uit een lijst van gastheerorganismen die apathogeen zijn voor mens, dier of plant. Opname
op Bijlage 2, lijst Al betekent dat onder ML-I laboratoriumcondities met het betreffende organisme
genetisch gemodificeerde organismen (ggo’s) vervaardigd mogen worden indien hierbij vectoren
worden gebruikt die wél, of inserties die niet, op de A-lijsten staan (respectievelijk ’lijst A2 veilige
vectoren’ en ’lijst A3 inserties’). Activiteiten met deze ggo’s kunnen, zonder dat een aanvrager daar een
milieurisicobeoordeling voor hoeft aan te leveren, direct na kennisgeving gestart worden

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.

COGEM advies CGM/220125-01 1



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.

Eenindeling 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. Genus Serratia

Het genus Serratia behoort tot de familie Yersiniaceae en omvat volgens de “List of Prokaryotic names
with Standing in Nomenclature’ (LPSN) 23 soorten die gevalideerd zijn middels publicatie in de
‘International Code of Nomenclature of Prokaryotes’.? Serratia-soorten zijn gramnegatief, facultatief
anaeroob en staafvormig, en vormen geen endosporen. Soorten uit het genus komen wereldwijd voor in
grond, water (inclusief waterleidingen e.d.), lucht, planten, dieren, mensen, of voedsel.? Verschillende
soorten worden ook wel geassocieerd met opportunistische infecties in mens, plant of insect, en
sommige stammen kunnen hemolytische proteases produceren.* Ook kunnen enkele soorten een rood
pigment aanmaken, ‘prodigiosin’ (2-methyl-3-pentyl-6-methoxyprodigiosin), dat een antibiotische
werking heeft tegen bacterién, malariaparasieten, schimmels en protozoa,* en ook immunosuppressief
kan zijn en actief tegen kankercellijnen.5®

3.1 Serratia sp. ATCC 39006

De stam Serratia sp. ATCC 39006 is bij een screening naar [-lactam-producerende organismen
geisoleerd uit kanaalwater afkomstig van een zoutmoeras in New Jersey, Amerika en is eveneens
aangetroffen bij (zouttolerante) planten (o0.a. Salicornia alterniflora).”8° De stam werd na de isolatie
aangeduid als Serratia sp. SC 11482, en is in de ‘American Type Culture Collection’ (ATCC) collectie
opgenomen als nummer 39006. De stam wordt gekenmerkt als mesofiel met een optimale
groeitemperatuur tussen de 25 en 30°C, en is zouttolerant.”® Serratia sp. ATCC 39006 is taxonomisch
niet goed gedefinieerd en het is niet bekend tot welke soort deze stam behoort. Wel is de
genoomsequentie (van circa 4,94 Mb) in kaart gebracht.’® De bacterie bevat flagella en is motiel. Van
deze stam is gerapporteerd dat deze een compleet en functioneel gencluster bevat voor de bioynthese
van prodigiosin en het B-lactam antibioticum ‘1-carbapen-2-em-3-carboxylic acid’ (een type
carbapenem).®!2 De productie van deze twee secundaire metabolieten is complex, maar wordt met name
beinvloed door de populatiedichtheid (zogenaamde ‘quorum-sensing’).*1%2 Productie van prodigiosin
wordt ook waargenomen in de soorten Serratia marcescens, Serratia rubidea en Serratia plymuthica,’
en vindt plaats in een laat stadium van bacteriéle groei.*?

Een unieke eigenschap van ATCC 39006 is dat deze ‘gasblaasjes’ kan produceren, lege
intracellulaire eiwitachtige organellen die invloed hebben op het drijfvermogen en de bacterie naar het
wateroppervlak kunnen brengen.1%14 De stam produceert geen protease of haemolysine.'® Tevens zijn er
11 toxine-antitoxine (TA)-systemen in het genoom van Serratia sp. ATCC 39006 aangetroffen. Deze
TA-systemen hebben verschillende functies zoals het reguleren van de groei en sterfte van bacterién
binnen een populatie onder stressvolle omstandigheden en resistentie tegen bacteriofagen.'! Ook zijn in
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Serratia sp. ATCC 39006 drie CRISPR-associated (Cas)-systemen geidentificeerd, die fungeren als
verdedigingsmechanisme tegen virussen en horizontale genoverdracht.®

Serratia sp. ATCC 39006 kan bepaalde enzymen (cellulase en pectaatlyase) uitscheiden die de
celwanden van plantencellen af kunnen breken.*!” Uit onderzoek met aardappelen, waarbij de virulentie
van wildtype Serratia sp. ATCC 39006 vergeleken wordt met verschillende mutanten van deze stam, is
aangetoond dat Serratia sp. ATCC 39006 rot veroorzaakt in de aardappelknollen.}”*® Voor de
verschillende mutanten werd meer of minder rot waargenomen ten opzichte van het wildtype. Bij een
mutant met een verminderde aanmaak van de exoenzymen pectaatlyase en cellulase werd minder rot
aangetroffen dan bij de wildtype stam.!” Bij deze aardappel-virulentie assay'® werden knollen
geinoculeerd door 10%-10° kolonievormende eenheden (cfu) aan te brengen in een met behulp van een
pipetpunt aangebracht gat, dat vervolgens afgesloten werd met siliconen. Om uitdroging te voorkomen,
werden de aardappels in vochtig papier en folie gewikkeld. Vervolgens is op verschillende tijdspunten
de hoeveelheid ‘soft rot” bepaald.

Ook is de virulentie onderzocht in een infectiemodel met de nematode Caenorhabditis elegans. Hierbij
is eveneens wildtype Serratia sp. ATCC 39006 vergeleken met verschillende mutanten van deze stam.
Hiervoor werden wormen toegevoegd aan platen met groeimedium voor nematoden, waarop tevens de
Serratia wildtype stam of mutant gekweekt was. Beschreven is dat in de infectie-assay met C. elegans
bij aanwezigheid van Serratia sp. ATCC 39006 50% van de wormen dood ging binnen 3 dagen en totale
letaliteit binnen 7 dagen optrad, vergeleken met 10 (50% overleving) en 16 dagen (0% overleving) bij
gebruik van de conventionele controle stam E. coli OP50.1"-%° Darmkolonisatie van Serratia sp. ATCC
39006 kon worden aangetoond en volgens de onderzoekers lijkt een infectie-achtig proces in de darm
verantwoordelijk te zijn voor de dood van de wormen.}” De onderzoekers merken op dat deze
bevindingen vergelijkbaar zijn met die van de verwante soort S. marcesccens.?! De productie van
prodigiosin lijkt hierbij geen grote rol te spelen.’

4. Eerder COGEM advies

De COGEM heeft in haar overzichtslijst van pathogeniteitsclassificaties van pathogene en apathogene
bacterién meerdere soorten uit het genus Serratia opgenomen.?? De soorten Serratia fonticola en S.
plymuthica® zijn ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1. De soorten Serratia grimesii, Serratia
liquefaciens, S. marcescens, Serratia proteamaculans, en S. rubidaea, heeft zij ingedeeld in
pathogeniteitsklasse 2, waarbij S. marcescens en S. proteamaculans als plantpathogene soorten
opgenomen zijn en S. rubidaea als dierpathogeen.

5. Pathogeniteitsclassificaties andere beoordelende instanties

Het Zwitserse Federal Office for the Environment (FOEN) heeft verscheidene Serratia soorten
geclassificeerd en ingedeeld in pathogenteitsklassen 1 en 2. De soorten Serratia entomophila, Serratia
ficaria, S. fonticola, Serratia odorifera, S. plymuthica en S. proteamaculans subsp. quinovora zijn
ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1 (met vermelding van pathogeniteit in individuele gevallen,
bijvoorbeeld bij immuungecompromitteerden, voor S. plymuthica en S. odorifera, en vermelding van
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pathogeniteit voor invertebraten voor S. entomophila). De soorten S. grimesii, S. marcescens (subsp.
marcescens en sakuensis), S. proteamaculans subsp. proteamaculans en S. rubidea zijn ingedeeld in
pathogeniteitsklasse 2, waarbij voor S. proteamaculans subsp. proteamaculans en S. rubidea wordt
opgemerkt dat deze pathogeen zijn voor invertebraten. De stam Serratia sp. ATCC 39006 staat niet op
de lijst.*

Het Duitse ‘Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin’ (BAUA) heeft Serratia aquatilis,
S. entomophila (pathogeen voor ongewervelde dieren), S. ficaria, S. fonticola (in individuele gevallen
gedetecteerd als pathogenen, voornamelijk bij mensen of dieren met aanzienlijke afweerstoornissen),
Serratia nematodiphila (pathogeen voor ongewervelde dieren), S. odorifera, Serratia oryzae, S.
plymuthica, S. proteamaculans subsp. quinovora, Serratia symbiotica en Serratia ureilytica ingedeeld
in risicogroep 1. De Serratia-soorten S. grimesii, S. marcescens subsp. marcescens (pathogeen voor
mens en ongewervelden) en subsp. sakuensis, S. proteamaculans subsp. proteamaculans en S. rubidaea
ingedeeld in pathogeniteitsklasse 2. Ook hier wordt voor S. proteamaculans subsp. proteamaculans en
S. rubidea opgemerkt dat deze pathogeen zijn voor ongewervelden. De stam Serratia sp. ATCC 39006
komt niet voor op de lijst.

De ATCC heeft het uitvoeren van werkzaamheden met Serratia sp. ATCC 39006 ingedeeld op het
laagste veiligheidsniveau, BSL1. Deze classificatie van de ATCC is gebaseerd op pathogeniteit voor de
mens.

6. Overweging en advies

De bacteriestam Serratia sp. ATCC 39006 is oorspronkelijk geisoleerd uit water en van of uit planten
in een zoutmoeras in Amerika. De stam kan secundaire metabolieten produceren, namelijk het rode
pigment prodigiosin, en een B-lactam antibioticum. In laboratoria wordt veel onderzoek naar deze
bacteriestam uitgevoerd naar onder meer biosynthese en regulatie van deze secundaire metabolieten, en
de productie van ‘gasblaasjes’.1 In laboratoriumexperimenten kan deze stam tot een verhoogde letaliteit
leiden in C. elegans. Er zijn geen gevallen van natuurlijke infectie van dieren beschreven. Gezien de
optimale groeitemperatuur van deze bacteriestam, die tussen de 25 en 30°C ligt, is het onwaarschijnlijk
dat deze soort virulent is voor warmbloedige diersoorten of de mens. Voor zover bekend zijn in de
wetenschappelijke literatuur geen gevallen beschreven waarbij Serratia sp. ATCC 39006 in verband
wordt gebracht met ziekte bij de mens of andere diersoorten. Tevens zijn in het genoom van Serratia
sp. ATCC 39006 niet meer potentiéle virulentiefactoren aanwezig dan degenen die voorkomen in
commensale soorten.

Serratia sp. ATCC 39006 kan tevens bepaalde enzymen uitscheiden die de celwanden van
plantencellen af kunnen breken. Hoewel de stam niet wordt genoemd in databases met gegevens over
plantpathogeniteit, is in onderzoek naar de virulentie in aardappels aangetoond dat Serratia sp. ATCC
39006 rot kan veroorzaken in de aardappels. De COGEM merkt op dat bacteriéle infectie van knollen
vaak afhankelijk is van snijwonden, en dat eerder beschreven is dat de hier bovengenoemde
‘aardappelknol-assay’ correleert met aantasting in het veld.?

Het bovenstaande in overweging nemende, adviseert de COGEM Serratia sp. ATCC 39006 in te delen
in pathogeniteitsklasse 2, als plantpathogene bacterie.
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