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ONDERWERP Advies inschaling werkzaamheden met deletiemutant van Chikungunya virus 

 
 
Geachte mevrouw Dijksma, 
 

Naar aanleiding van vergunningaanvraag IG 15-370_2.8-000 over werkzaamheden met een 
deletiemutant van het Chikungunya virus deelt de COGEM u het volgende mee. 
  

Samenvatting: 
De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met een 
deletiemutant van het Chikungunya virus (CHIKV). CHIKV veroorzaakt bij de mens 
een ernstige ziekte, maar is niet levensbedreigend. Overdracht van het virus vindt plaats 
via bepaalde exotische steekmuggen die van nature niet in Nederland aanwezig zijn. 
CHIKV is ingedeeld in pathogeniteitsklasse 3. De aanvrager verzoekt om omlaag-
schaling van kweekwerkzaamheden met de mutant van ML-III naar ML-II inperkings-
niveau. 
In de deletiemutant is een deel van één van de niet-structurele eiwitten verwijderd.  
Op basis van de resultaten van in vitro experimenten en infectie-studies in muizen en 
makaken, acht de COGEM de deletiemutant verzwakt en verminderd ziekteverwekkend. 
Zij is van mening dat de voorgenomen werkzaamheden op ML-II niveau uitgevoerd 
kunnen worden, mits een aantal aanvullende voorschriften in acht worden genomen. 
Onder navolging van deze voorschriften, acht zij de risico’s voor mens en milieu bij 
werkzaamheden met de deletiemutant op ML-II inperkingsniveau verwaarloosbaar klein. 



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. H.P. de Wijs, Hoofd Bureau ggo  

Mr. J.K.B.H. Kwisthout, Ministerie van IenM  
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Inschaling van werkzaamheden met een deletiemutant  
van het Chikungunya virus 

 
COGEM advies CGM/160204-01 

 
1. Inleiding 
De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met een 
deletiemutant van het Chikungunya virus (CHIKV). De vergunningsaanvraag is ingediend door de 
firma HALIX B.V. uit Leiden. Het CHIKV is ingedeeld in pathogeniteitsklasse 3.1 De aanvrager 
verzoekt om omlaagschaling van de werkzaamheden van ML-III naar ML-II inperkingsniveau. 
 
2. CHIKV 
CHIKV behoort tot het genus Alphavirus, familie Togaviridae, en is een positief enkelstrengs 
RNA-virus.2 Het genoom van het CHIKV is ongeveer 11,8 kb groot en is ingepakt in een 
icosahedrische eiwitmantel.2,3,4 Deze mantel wordt omgeven door een lipidemembraan. Het 
genoom codeert voor negen eiwitten, waarvan vier niet-structurele en vijf structurele eiwitten.2,4 
Daarnaast bezit het genoom een zogenaamd ‘packaging’ signaal dat noodzakelijk is om het 
genomisch RNA in de eiwitmantel in te pakken.5 

De niet-structurele eiwitten nsP1 tot en met nsP4 worden gecodeerd door het 5’-uiteinde van het 
genoom en zijn onder meer betrokken bij de replicatie van het virus.2,4 Het resterende deel van het 
genoom, aan het 3’-uiteinde, codeert voor de vijf structurele eiwitten.2,4 Dit zijn het manteleiwit (C 
of CP), twee glycoproteïnes (E1 en E2) en twee kleinere peptides (6K en E3). De glycoproteïnes 
E1 en E2 vormen een heterodimeer, worden ingebouwd in het lipidenmembraan en zijn betrokken 
bij de aanhechting en infectie van de gastheercel.  

 
2.1 Pathogeniteit en verspreidingsgebied 
CHIKV veroorzaakt bij de mens een ernstige ziekte (chikungunya), maar is niet levensbedreigend. 
Symptomen zijn onder meer hoge koorts, gewrichtspijn, huiduitslag en ooginfecties.4,6 Na enkele 
weken verdwijnt de infectie meestal, maar er zijn patiënten die maanden of zelfs jaren last 
ondervinden van hun gewrichten.4 Er is geen specifieke antivirale behandeling tegen een infectie 
met CHIKV. Behandeling bestaat voornamelijk uit symptoombestrijding. Ook is er geen vaccin 
tegen het virus beschikbaar. Wel zijn er verschillende kandidaatvaccins in ontwikkeling, en zijn er 
vaccins getest in klinische studies.7  

CHIKV komt verspreid over de wereld voor in landen rondom de Indische Oceaan, Zuidoost 
Azië, Afrika, de Cariben, Noord- en Zuid-Amerika, en Zuid-Europa.8  
 
2.2 Transmissie van CHIKV 
Overdracht van CHIKV vindt plaats via steekmuggen. De Gele koortsmug (Aedes aegypti) is de 
primaire vector van CHIKV, maar andere Aedes muggen zoals de Aziatische tijgermug (Aedes 
albopictus), en enkele andere muggensoorten (Opifex fuscus, Eretmapodites chrysogaster) kunnen 
CHIKV overdragen.4,9,10,11,12   O. fuscus en E. chrysogaster komen niet in Nederland voor. Er zijn 
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in Nederland wel verschillende inheemse muggen die tot het Aedes geslacht behoren.13 Van 
sommige van deze muggensoorten (Ae. caspius, Ae. detritus, Ae. vexans) is aangetoond dat zij met 
CHIKV geïnfecteerd kunnen worden.11 Het is niet bekend of zij het virus ook kunnen overdragen. 

De Gele koortsmug kan zich in Nederland niet handhaven, maar wordt net als de Aziatische 
tijgermug incidenteel geïmporteerd in Nederland.14,15,16 De Aziatische tijgermug is waarschijnlijk 
wel in staat om de Nederlandse winters te overleven.17 In Nederland wordt de aanwezigheid van 
exotische muggen zoals de Gele koortsmug en de Aziatische tijgermug gemonitord en indien 
waargenomen, bestreden.18 

 
Bij grote hoeveelheden van het virus (grootschalige productie, celkweek) kan aerogene transmissie 
van CHIKV niet worden uitgesloten.9 Er is verschillende malen melding gemaakt van 
laboratoriuminfecties veroorzaakt door CHIKV.19  

 
2.3 Reservoir en gastheerbereik 
Naast de mens en mug, zijn non-humane primaten, knaagdieren, vleermuizen en vogels gastheer en 
reservoir van CHIKV.4,9 
 
4. Deletiemutant Δ5nsP3 
In de deletiemutant, genaamd Δ5nsP3, zijn in de coderende sequentie voor het nsP3 eiwit aan het 
hypervariabele deel van de C-terminus van wild-type (wt) CHIKV, 163 nucleotiden verwijderd. Dit 
heeft geresulteerd in een deletie van 61 aminozuren welke zijn vervangen door een ‘linker’ van 7 
aminozuren.20  

 
Het nsP3 is een fosfoproteïne. De exacte functie van het nsP3 van CHIKV is nog niet bekend.4,21 Er 
wordt verondersteld dat het eiwit, zoals bij andere alphavirussen, onder meer betrokken is bij de 
virus-replicatie.4 Het hypervariabele deel aan de C-terminus speelt mogelijk een rol bij de 
pathogeniteit van het virus, en heeft mogelijk een modulerende functie bij de vorming van de 
‘stress-granules’ op het moment dat de cel stress ondervindt.20,21 

 
In vitro studies met Δ5nsP3 (plaque assay, virustitratie en seriële cel passage) hebben laten zien dat 
de deletiemutant onder meer een verminderde replicatie vertoont ten opzichte van wild-type 
CHIKV en genetisch stabiel is.20 Een in vivo studie in een muizenmodel heeft laten zien dat 
Δ5nsP3 geattenueerd en verminderd pathogeen is ten opzichte van wild-type CHIKV.20 Daarnaast 
heeft deze studie laten zien dat Δ5nsP3 immunogeen is en bescherming biedt tegen infectie met 
CHIKV.  

 
5. Voorgenomen werkzaamheden 
Constructie van het Δ5nsP3 virus en klinische vaccinatiestudies vormen géén onderdeel van 
voorliggende vergunningsaanvraag. Het elders geconstrueerde Δ5nsP3 zal als compleet virus bij de 
aanvrager worden aangeleverd. De werkzaamheden betreffen het in ‘rollerbottles’ opgroeien van 
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Δ5nsP3 op Vero-cellen. De maximale batchgrootte zal 20 liter bedragen. Vervolgens zullen de batches 
in kleinere hoeveelheden ten behoeve van klinische vaccinatiestudies uitgevuld worden.  
 
6. Eerder COGEM advies 
De COGEM heeft in 2010 geadviseerd om CHIKV in te delen in pathogeniteitsklasse 3, en om in vitro 
werkzaamheden met genetisch gemodificeerde (gg-) CHIKV in combinatie met animale cellen en 
weefsels op ML-III niveau in te schalen.22  De genetische modificatie bestond uit de introductie van 
een gen coderend voor het ‘green fluorescent protein’ in het genoom van replicatiecompetent 
volvirulent CHIKV. 
 
7. Overwegingen en advies 
 
7.1 Pathogeniteit en attenuatie deletiemutant Δ5nsP3 
De aanvrager stelt dat Δ5nsP3 geattenueerd is, onder meer omdat de binding aan gastheercellen 
minder effectief is. Volgens de aanvrager wordt de replicatie van het virus hierdoor vertraagd. Hij 
verwijst hiervoor naar in vitro experimenten en naar experimenten met muizen. In deze studies worden 
Δ5nsP3 en volvirulent wild-type CHIKV met elkaar vergeleken.20 De experimenten laten zien dat 
Δ5nsP3 in cellen kleinere plaques vormt dan wild-type CHIKV.  

Tevens concludeert de aanvrager op basis van de muizenexperimenten dat Δ5nsP3 minder 
pathogeen is dan CHIKV, omdat de typerende ziektekenmerken verminderd aanwezig zijn. De 
verminderde pathogeniteit onderbouwt hij verder aan de hand van gegevens van in vivo 
veiligheidsstudies bij niet-humane aapachtigen (makaken). De aanvrager stelt dat, op basis van eerdere 
vaccinatiestudies met CHIKV in mens en dier, de resultaten uit de proeven met muizen en makaken 
naar de mens geëxtrapoleerd kunnen worden.23,24,25 

 
De COGEM wijst er op dat nsP3 mogelijk betrokken is bij de replicatie van het virus, maar niet bij de 
binding of hechting aan cellen. Zij is van mening dat de publicatie van Hallengärd et al.20 niet aantoont 
dat de binding van deletiemutant Δ5nsP3 aan gastheercellen minder effectief is. 

Wel is zij op basis van de publicatie Hallengärd et al. van mening dat Δ5nsP3 in vitro geattenueerd 
is. Ook acht zij op grond van deze publicatie en op grond van de aangeleverde gegevens uit de 
veiligheidsstudie in makaken, aangetoond dat Δ5nsP3 voor muizen en makaken geattenueerd is. De in 
vivo attenuatie blijkt onder meer uit een verlaging van virustiters in bloed met een factor van maximaal 
10.000 ten opzichte van wild-type CHIKV. De COGEM merkt op dat deze reductie in virustiters de 
transmissie-efficiëntie van het virus via muggen kan verlagen. 

Op basis van de experimenten in muizen en makaken beschouwt de COGEM Δ5nsP3 verminderd 
pathogeen. Zij onderschrijft de argumentatie van de aanvrager dat de verkregen gegevens 
geëxtrapoleerd kunnen worden naar de mens. Gezien de grootte van de aangebrachte deletie, acht de 
COGEM de kans verwaarloosbaar klein dat er reversie van Δ5nsP3 naar volvirulent CHIKV kan 
optreden. 
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7.2 Inschaling werkzaamheden 
Gezien de attenuatie en verminderde pathogeniteit van Δ5nsP3, en gezien de verwaarloosbaar kleine 
kans dat er reversie optreedt van Δ5nsP3 naar volvirulent CHIKV, acht de COGEM de risico’s voor 
mens en milieu verwaarloosbaar klein indien de voorgenomen werkzaamheden op ML-II 
inperkingsniveau uitgevoerd worden.  
 
Omdat de aanvrager met hoge concentraties virus gaat werken, kan de COGEM niet uitsluiten dat de 
medewerker mogelijk met Δ5nsP3 besmet wordt. Indien een medewerker onverhoopt besmet zou 
worden, acht de COGEM de kans zeer klein dat het virus zich in de populatie verspreidt. Zij kan dit 
echter niet uitsluiten. Sommige transmissievectoren van het virus worden incidenteel in Nederland 
waargenomen. Daarnaast zijn er in Nederland muggensoorten aanwezig die met CHIKV geïnfecteerd 
kunnen worden, maar waarvan het onduidelijk is of ze het virus kunnen overdragen. 

Ten einde uit te sluiten dat er aerogene transmissie van het virus kan optreden en een medewerker 
daardoor besmet wordt, adviseert de COGEM om open handelingen met Δ5nsP3 in een 
veiligheidskabinet van klasse II (VK-II) uit te voeren. Daarnaast adviseert zij om tijdens de 
werkzaamheden handschoenen te dragen ten einde besmetting via wondjes aan de handen met Δ5nsP3 
te voorkomen. Tevens adviseert de COGEM handelingen met ‘sharps’ (naalden, scalpels) te 
voorkomen. Indien hier niet aan ontkomen kan worden, adviseert zij om hierbij kevlarhandschoenen te 
gebruiken. 

Tenslotte doet de COGEM de aanbeveling om bij werkzaamheden buiten het VK-II kabinet, 
waarbij sprake is van grote kweekvolumina Δ5nsP3, een beschermende bril en een daarvoor geëigend 
mond-neuskapje te dragen. Op deze manier wordt besmetting van de medewerker bij bijvoorbeeld een 
calamiteit met aerosolen met grote hoeveelheden virus (zoals een breukincident met een ‘roller 
bottle’), voorkomen. 
 
8. Conclusie 
De COGEM acht de risico’s voor mens en milieu bij voorgenomen werkzaamheden met deletiemutant 
Δ5nsP3 verwaarloosbaar klein indien deze op ML-II inperkingsniveau worden uitgevoerd. Zij 
adviseert daarbij de volgende aanvullende voorschriften in acht te nemen: 

 open handelingen worden uitgevoerd in een VK-II kabinet, 
 tijdens de werkzaamheden worden handschoenen gedragen, 
 het gebruik van ‘sharps’ wordt tot een minimum beperkt en is alleen toegestaan in combinatie 

met kevlarhandschoenen. 
Tevens doet de COGEM de aanbeveling om bij handelingen met grote kweekvolumina van Δ5nsP3 
buiten het VK-II kabinet, een mond-neuskapje en een beschermende bril te dragen. 
 
9. Aanvullende opmerking 
Uit de studies blijkt dat de virus titers van Δ5nsP3 in muizen en makaken verlaagd zijn ten opzichte 
van wild-type CHIKV. De COGEM wijst erop dat er geen gegevens over in vivo experimenten in 
muggen zijn aangeleverd. Hierdoor kunnen er geen conclusies getrokken worden over een eventuele 
attenuatie van Δ5nsP3 in muggen. Indien de deletiemutant in muggen niet geattenueerd is, zal deze 
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zich hierin goed kunnen vermenigvuldigen, waardoor de ‘fitness loss’ van de mutant gedeeltelijk zal 
worden opgeheven. De COGEM wijst er daarom op dat het bij eventuele toekomstige toepassingen 
van Δ5nsP3 in klinische studies of markttoelatingen, voor de milieurisicobeoordeling van belang is dat 
gegevens over de attenuatie van Δ5nsP3 in muggen worden aangeleverd.  
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