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Naar aanleiding van een adviesvraag van Stichting Wageningen Research (IG 20-248 2.13-
000) betreffende een 2.13a verzoek voor de indeling van de vaccinstam LaSota (en daarvan

afgeleide niet genetisch gemodificeerde stammen, in het bijzonder Clone 30) van het
Newcastle disease virus in pathogeniteitsklasse 2 en de plaatsing op bijlage 4 van de Regeling

ggo, deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsklasse van vaccinstam LaSota
(en daarvan afgeleide niet genetisch gemodificeerde stammen, in het bijzonder Clone 30)
van het Newcastle disease virus (NDV), en de plaatsing van deze vaccinstam op Bijlage
4 van de Regeling ggo. NDV kan ‘Newcastle disease’ (pseudovogelpest) veroorzaken, een
ernstige en zeer besmettelijke ziekte die verschillende vogelsoorten kan treffen. De ziekte
wordt overgedragen door direct of indirect (via voer, uitwerpselen, water of kleding)
contact, of via de lucht (aerosolen). Lentogene (niet-virulente) vaccinstammen LaSota en
de daarvan afgeleide Clone 30 worden al lange tijd gebruikt als vaccin bij pluimvee en
veroorzaken soms milde ziekteverschijnselen. Bij mensen wordt infectie met NDV zelden
gerapporteerd en kan in zeldzame gevallen tot zelflimiterende conjunctivitis leiden. NDV
kan niet worden overgedragen van mens naar mens.

Lentogene NDV stammen, waaronder LaSota en Clone 30, bevatten een monobasisch
aminozuur op de klievingsplaats van het Fo-eiwit en voor deze stammen is een
intracerebrale pathogeniteitsindex (ICPI) vastgesteld van minder dan <0,7. Op basis van
deze eigenschappen worden zij avirulent geacht.

Al het bovenstaande in overweging nemende, adviseert de COGEM de NDV
vaccinstammen LaSota en Clone 30 in te delen in pathogeniteitsklasse 2 als strikt
dierpathogenen en te plaatsen op Bijlage 4 van de Regeling ggo. Ook andere lentogene
NDYV stammen die een monobasische klievingsplaats bevatten in het Fo-eiwit en een ICPI
van <0,7 adviseert de COGEM in te delen in pathogeniteitsklasse 2 als strikt
dierpathogenen.




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 IenW, Directie Omgevingsveiligheid en Milieurisico's
DG Milieu en Internationaal

Met het oog op eventuele belangenverstrengeling zijn de COGEM leden prof. dr. J. Kortekaas,
dr. ir. G.P. Pijlman en dr. B.P.H. Peeters niet betrokken geweest bij de besluitvorming over dit
advies.



Pathogeniteitsclassificatie van de Newcastle disease virus (NDV)
vaccinstam LaSota (en afgeleiden)

COGEM advies CGM/201202-02

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over een 2.13a verzoek van Stichting Wageningen Research (IG
20-248) betreffende de indeling van de vaccinstam LaSota van het Newcastle disease virus (NDV, Avian
paramyxovirus type 1 (APMV-1) in pathogeniteitsklasse 2, en plaatsing van deze vaccinstam op bijlage
4 van de Regeling ggo. De COGEM is tevens gevraagd of aan van LaSota afgeleide niet-genetisch
gemodificeerde stammen, in het bijzonder Clone 30, ook een pathogeniteitsklasse 2 toegekend kan
worden. Een 2.13a verzoek wordt gedaan voor het aanvragen van de plaatsing van pathogene micro-
organismen (van klasse 2, 3 en 4) op bijlage 4. In een 2.13a verzoek worden geen werkzaamheden
beschreven.

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.

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.

2.1 Strikt dierpathogene virussen
In 2014 heeft de COGEM in een advies beschreven aan welke criteria een virus moet voldoen om als
strikt dierpathogeen virus aangemerkt te worden.! De definitie die zij hiervoor hanteert, luidt als volgt:
Een strikt dierpathogeen virus is een virus met een dier als primaire gastheer waarbij infectie, al dan
niet gevolgd door ziekte, bij de mens nooit is waargenomen, tenzij onder uitzonderlijke omstandigheden.
De overweging die de COGEM hanteert om dierpathogenen te classificeren wijkt op enkele punten
af van die van humaanpathogenen. In 2014 heeft de COGEM in een signalering inzicht geboden in haar
overweging bij de classificatie van dierpathogene micro-organismen, en aangegeven welke aspecten een
rol spelen in haar oordeel.” De classificatie van dierpathogene micro-organismen is gebaseerd op vier
elementen:

a) het zieckmakende potentieel,

b) de enzodtische aanwezigheid,

c) het verspreidingspotentieel van het betreffende micro-organisme,
d) de mogelijkheden om verspreiding in te perken.

Deze elementen belichten specifieke kenmerken van het betreffende micro-organisme en vormen ieder
een onderdeel van de totale classificatie. De COGEM benadrukt hierbij dat geen van de elementen
afzonderlijk een doorslaggevende rol heeft, maar altijd in samenhang met elkaar tot een classificatie
leidt.

3. Newcastle disease virus (NDV)

3.1 Newcastle disease

Newcastle disease virus (NDV) (4vian orthoavulavirus 1, voorheen Avian paramyxovirus (APMV)-1))
is een negatief enkelstrengs RNA virus behorende tot het genus Orthoavulavirus, familie
Paramyxoviridae.> Het virus kan ‘Newcastle disease’, ofwel pseudovogelpest, veroorzaken, een zeer
besmettelijke ziekte bij vele soorten vogels, waaronder kippen, fazanten, duiven, papegaaien en
valkparkieten. Newcastle disease is wereldwijd één van de belangrijkste pluimveeziektes en staat
vermeld op de lijst van meldingsplichtige dierziekten van de Wereldorganisatie voor diergezondheid
(OIE).*>6
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Niet elke soort is even gevoelig voor Newcastle disease; zo zijn kippen vatbaarder voor NDV dan eenden
of ganzen. Ook variéren NDV stammen in virulentie en weefseltropisme.® Op basis van de virulentie
van het virus bij geinfecteerde kippen, worden NDV stammen in verschillende pathotypen
onderscheiden.®’ De velogene (virulente) stammen veroorzaken ernstige systemische infecties met hoge
morbiditeit en mortaliteit (beide oplopend tot wel 100%). Virussen die neurotroop velogeen zijn,
veroorzaken hoge mortaliteit als gevolg van neurologische symptomen (draainek, verlammingen) en
ademhalingsproblemen. Virussen die viscerotroop velogeen zijn, veroorzaken acute dodelijke infecties
met onder meer bloederige darmontsteking en groene diarree. Mesogene (mild-virulente) stammen
veroorzaken luchtweginfecties, afname in de eiproductie en neurologische verschijnselen en hebben een
lage mortaliteit (<10%). Lentogene (niet-virulente) stammen veroorzaken een milde infectie van de
luchtwegen (niezen, hoesten) en een geringe afname in eiproductie. Als laatste zijn er ook virussen die
asymptomatische infecties veroorzaken, waarbij de virusreplicatie hoofdzakelijk in de darmen
plaatsvindt.5”-

NDV wordt overgedragen door direct contact met geinfecteerde vogels, of indirect via contact met
besmet voer, uitwerpselen, water of kleding. Daarnaast is NDV ook door de lucht overdraagbaar via
aerosolen.®’” Vooral in mest kan het virus een lange tijd infectieus blijven.® Wereldwijd wordt pluimvee
gevaccineerd tegen NDV, met vaccinstammen afgeleid van lentogene virusstammen.'®

Mensen kunnen in potentie geinfecteerd raken met NDV, zowel door virulente stammen als ook door
niet-virulente vaccinstammen.!! Dergelijke infecties zijn zelflimiterend en leiden niet tot ernstige
ziekte.!! Er zijn enkele sporadische gevallen van conjunctivitis bij mensen gerapporteerd.’ Er is onder
andere een uitbraak van NDV in een pluimveebedrijf beschreven, waarbij 40 personen geinfecteerd
raakten en kortdurende conjunctivitis ontwikkelden (3-4 dagen) zonder systemische symptomen. !
Mens-op-mens transmissie is nog nooit gerapporteerd.!! NDV kan efficiénter repliceren in humane
kankercellen dan in normale humane cellen.'>?° Een mogelijke verklaring hiervoor is dat er in normale
cellen een interferon-respons opgang komt na infectie met NDV, terwijl interferon-signaalroutes vaak
defectief zijn in kankercellen.”” NDV wordt om deze reden als oncolytisch agens voor humaan gebruik

toegepast,'>1320.14

3.2 Genomische organisatie van NDV

Het enkelstrengs negatief RNA genoom van NDV is ~15 kb lang en codeert voor zes eiwitten: het
nucleocapside (N), fosfoproteine (P), matrix-eiwit (M), fusie-eiwit (F), haemagglutinine-neuraminidase
eiwit (HN) en het ‘large’ polymerase eiwit (L).!*!'® Door ‘RNA editing’ tijdens de transcriptie van het
P gen worden twee additionele eiwitten (genaamd V- en W-eiwit) geproduceerd.'® Het RNA-
athankelijke RNA-polymerase bestaat uit de P en L eiwitten. Het RNA-genoom, ingepakt door het N-
eiwit, vormt samen met het RNA-athankelijke RNA-polymerase, een zogenaamd ribonucleoproteine
(RNP) complex. Het M-eiwit bekleedt het binnenoppervlak van het lipidemembraan en is betrokken bij
het vrijkomen van het virus uit de cel en de regulatie van de transcriptie. De oppervlakte-glycoproteinen
HN en F bevinden zich in het lipidemembraan en zijn respectievelijk verantwoordelijk voor de binding
aan siaalzuur (SA) receptoren van de gastheercel, en fusie van de virale envelop met de gastheercel.!>!°
Siaalzuren zijn wijd verspreid aanwezig op het oppervlakte van alle celtypen van gewervelde en
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sommige ‘hogere’ ongewervelde dieren.!” De gehele replicatie-cyclus van NDV vindt plaats in het
cytoplasma van de gastheercel .’

Het F-eiwit is een belangrijke bepalende factor voor NDV virulentie. Voordat nieuwgevormde
virusdeeltjes infectieus zijn, moet het Fo molecuul door proteases van de gastheercel gesplitst worden in
de Fi- en Fr-eiwitten. De F-eiwitten van lentogene NDV stammen bezitten een basisch aminozuur bij
de klievingsplaats van het Fy eiwit, en kunnen enkel door extracellulaire trypsine-achtige proteases die
in de luchtweg- of - maagdarmkanaalcellen van de gastheer aanwezig zijn, worden gesplitst. Virulente
NDV stammen hebben meerdere basische aminozuren bij de klievingsplaats van het Fy precursor eiwit.
18,19 Deze kunnen door intracellulaire furine proteases die aanwezig zijn in vrijwel alle lichaamscellen,
worden gekliefd. Hierdoor kunnen deze NDV stammen in veel verschillende weefsels repliceren en
fatale systemische infectie veroorzaken.!®?° Uit onderzoek blijkt dat aanpassing van het enkele basische
aminozuur op de klievingsplaats van een lentogene stam naar een polybasisch motief, de virulentie doet
toenemen. Naast het F-eiwit kan ook het NH eiwit een rol spelen bij de virulentie.?! Zo kan de virulentie
van een lentogene stam ook verhoogd worden door substitutie van het NH gen met die van een virulente
stam.?

3. 3 Lentogene NDV vaccinstammen LaSota en Clone 30

De lentogene NDV stam LaSota repliceert hoofdzakelijk in de luchtwegen van kippen. Deze stam wordt
wereldwijd al decennia lang als levend vaccin ingezet om pluimvee tegen Newcastle disease te
beschermen, en kent een lange historie van veilig gebruik bij pluimvee.? Daarnaast vindt onderzoek
plaats met gg-NDV stammen, waaronder LaSota, voor toepassing als recombinant virusvaccin om
mensen en dieren tegen pathogenen zoals Ebolavirus, ‘Middle East repiratory syndrome’-coronavirus,
‘Severe acute respiratory syndrome’-coronavirus, Human immunodeficiency virus (HIV),
vogelgriepvirus en ‘Rift Valley fever’ virus, te beschermen.?* 24
bij niet-humane primaten zijn de veiligheid en werkzaamheid van NDV stammen (waaronder LaSota)
als potentiéle vectoren voor humane vaccins onderzocht. 2#2%2%2 In een studie van Bukreyev et al.
(2005) is een recombinante LaSota vector die het HN eiwit van ‘human parainfluenza virus’ type 3
(HPIV3) tot expressie bracht, geconstrueerd en is attenuatie van het recombinante virus bij niet-humane
primaten aangetoond.?” De niet-humane primaten werden intranasaal en intracheaal geinoculeerd met
de recombinante NDV stam LaSota (twee doseringen van 10%° PFU). Dit werd goed getolereerd,
veroorzaakte geen symptomen, en er was sprake van zeer beperkte virusreplicatie in de luchtwegen.?’
In een andere studie werd een recombinante NDV stam met het HA eiwit van H5N1, intranasaal en
intracheaal toegediend (twee doseringen van 10’ PFU) aan niet-humane primaten. Ook in deze studie
werd slechts zeer beperkte replicatie waargenomen, met beperkte virus shedding in luchtwegsecreties.?®
Deze preklinische studies bij niet-humane primaten wijzen er op dat de geattenueerde op NDV-

gebaseerde virusvaccins geschikte kandidaten kunnen zijn voor verdere ontwikkeling als humane
16,24

In verscheidene pre-klinische studies

vaccinvectoren.

LaSota wordt veel toegepast als vaccin, maar kan post-vaccinatie respiratoire bijwerkingen geven.
Hierdoor zijn in de loop der jaren verschillende alternatieve lentogene NDV stammen ontwikkeld, die
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een vergelijkbare bescherming kunnen bieden, maar minder bijwerkingen geven. Eén daarvan is Clone
30, een geselecteerde kloon van de LaSota ouderstam?® die minder respiratoire bijwerkingen geeft, en
ook al vele jaren wereldwijd als levend vaccin wordt toegepast in de pluimveehouderij en een lange
historie van veilig gebruik kent.**3!-*> Deze kloon komt op nucleotideniveau voor 99,78% overeen met
LaSota, en op basis van aminozuursequenties tussen de 98,4% en 100% voor de L-, NP-, P-, M-, F- en
HN-eiwitten.*

Lentogene varianten van NDV zoals LaSota en Clone 30 kunnen onderscheiden worden van virulente
NDV stammen door aanwezigheid van een monobasisch aminozuur bij de klievingsplaats van het Fo
eiwit, waardoor het F eiwit enkel door de extracellulaire trypsine-achtige proteases, die in de luchtweg-
of maagdarmkanaalcellen van de gastheer aanwezig zijn, kan worden gesplitst. Vanwege de brede
variatie in klinische symptomen bij NDVs geldt volgens de richtlijnen van de Wereldorganisatie voor
diergezondheid (OIE) dat een infectie met een NDV stam die een klievingsplaats met meerdere basische
aminozuren bevat in het F-eiwit, meldingsplichtig is.** Ook kan onderscheid gemaakt worden op basis
van een fenotypische analyse in de vorm van een pathogeniteitsindex door klinische symptomen of het
overlijden van geinfecteerde vogels in kaart te brengen. Een veelgebruikte methoden betreft
intracerebrale pathogeniteitsindex (ICPI) in eendagskuikens. De ICPI wordt als de internationale,
wetenschappelijke standaard beschouwd. De OIE hanteert als definitie van een meldingsplichtig
(virulent) NDV isolaat dat deze stam een klievingsplaats bevat met meerdere basische aminozuren in
het Fy eiwit, ofwel een ICPI index in eendagskuikens heeft van 0,7 of hoger.?>* NDV isolaten die
slechts één van deze kenmerken hebben, mogen in de EU niet voor vaccinproductie worden gebruikt,
ook niet wanneer het geinactiveerde vaccins betreft. In onderzoek van Orsi et al. (2009) is onder andere
voor LaSota en Clone 30 de ICPI bepaald en deze is vastgesteld op 0,02 tot 0,37 voor LaSota en op 0,11
voor Clone 30. %’

Alle NDV stammen, waaronder de lentogene vaccinstammen LaSota en Clone 30, kunnen
conjunctivitis veroorzaken bij de mens, maar overdracht van mens-op-mens is nog nooit
gerapporteerd.!!

4. Eerdere COGEM adviezen
Aangezien de velogene stammen van NDV een hoge mortaliteit kunnen veroorzaken in pluimvee en
dieren het virus kunnen verspreiden, terwijl ze nog geen ziekteverschijnselen vertonen, heeft de
COGEM het wild-type NDV (APMV-1) ingedeeld als strikt dierpathogeen in pathogeniteitsklasse 3.3
De COGEM heeft Clone 30 en andere van LaSota afgeleide stammen niet eerder geclassificeerd.
Wel heeft zij in het verleden tweemaal geadviseerd over omlaagschaling van laboratoriumwerkzaam-
heden met gg-varianten van Clone 30; eenmaal over laboratoriumwerkzaamheden met gg-Clone 30 waar
sequenties coderend voor cytokinen (IL-2, IL-12 en IFN-y) in geinsereerd zijn, *° en over gg-Clone 30
waarbij de F en HN genen uitgewisseld werden met die van APMV-3, -6 en -8 (de COGEM heeft APMV
2-9 in 2013 ingedeeld in PG klasse 2%').*> In beide gevallen heeft de COGEM geadviseerd de
laboratoriumwerkzaamheden in te schalen op ML-II. In 2020 heeft zij ingestemd met omlaagschaling
voor laboratoriumwerkzaamheden met gg-LaSota waarin de sequentie van het Spike-eiwit van SARS-
CoV-2 geinsereerd was. +*
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5. Overweging en advies

De NDV stam LaSota en daarvan afgeleide Clone 30 worden al lange tijd toegepast als vaccins in de
pluimveehouderij en kennen lange historie van veilig gebruik. In tegenstelling tot virulentere isolaten
van NDV die een ernstige systemische infecties met hoge morbiditeit en mortaliteit kunnen
veroorzaken bij vele vogelsoorten, veroorzaken lentogene stammen zoals LaSota enkel milde
infecties van de luchtwegen en een geringe afname in eiproductie. Van Clone 30 zijn de
ziekteverschijnselen na infectie nog milder dan voor LaSota. In mensen kunnen lentogene
vaccinstammen in zeldzame gevallen zelflimiterende conjunctivitis veroorzaken. Omdat infectie bij
mensen maar zeer sporadisch gerapporteerd wordt, enkel milde symptomen veroorzaakt (tijdelijke
conjunctivitis), en verspreiding van mens naar mens niet optreedt, beschouwt de COGEM - eender
aan de species NDV -, ook vaccinstam LaSota en hiervan afgeleide Clone 30 als strikt dierpathogene
virussen.

Een belangrijke indicator van virulentie van NDV stammen is de aanwezigheid een mono- of
polybasisch aminozuur in de klievingsplaats van het Fo precursor eiwit. Uit onderzoek is gebleken
dat aanpassing van een mono- naar een polybasisch motief zorgt voor een verhoging van de
virulentie.'>!*2?? Volgens de richtlijnen van de OIE, die als internationale standaard worden
beschouwd, kunnen virulente NDV isolaten onderscheiden worden door aanwezigheid van een
polybasische klievingsplaats en een ICPI-index van meer dan 0,7. Zowel LaSota als Clone 30
beschikken over een monobasische klievingsplaats en een ICPI index van <0,7.

Alles in overweging nemende, adviseert de COGEM om de NDV vaccinstammen LaSota en hiervan
afgeleide Clone 30 in te delen in pathogeniteitsklasse 2 als strikt dierpathogenen, en op te nemen in
Bijlage 4 van de Regeling ggo.

5.1 Andere lentogene NDV stammen

Naast LaSota en Clone 30 bestaan er ook andere lentogene NDV stammen die als vaccin gebruikt
worden en een vergelijkbaar of milder ziektebeeld geven dan LaSota. Voorbeelden hiervan zijn Hitchner
B1 (B1), VG/GA, C2 en Ulster (Ulster 2C). Deze stammen zijn eveneens in het bezit van een
monobasische klievingsplaats in het Fo-eiwit, en tevens is voor deze stammen een ICPI vastgesteld van
<0,7.>” Vanwege de avirulente eigenschappen, adviseert de COGEM deze NDV stammen, in te delen in
pathogeniteitsklasse 2 als strikt dierpathogenen. Daarnaast zijn er nog andere niet nadergenoemde
lentogene stammen met een monobasische klievingsplaats en een ICPI van <0,7. Ook deze stammen
komen in aanmerking voor classificatie als strikt dierpathogeen in pathogeniteitsklasse 2.

5.2 Werkzaamheden met lentogene NDV stammen op ML-II

De COGEM merkt op dat NDV een meldingsplichtige dierziekte is.* Daarnaast is NDV aerogeen
overdraagbaar en kan het virus bij mensen in zeldzame gevallen tijdelijke conjunctivitis veroorzaken.
De COGEM adviseert derhalve (conform 9.1.1.3.3.9 van de Regeling ggo) om bij laboratorium-
werkzaamheden met lentogene NDV stammen uit pathogeniteitsklasse 2 (i.e., met behoud van een
monobasische klievingsplaats en een ICPI van <0,7) om mogelijk uitsleep te voorkomen, op ML-II
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aanvullende voorschriften te hanteren, namelijk het dragen van handschoenen tijdens de
werkzaamheden en het uitvoeren van open handelingen in een veiligheidskabinet van klasse II.

6. Conclusie

Concluderend adviseert de COGEM om lentogene NDV stammen die een monobasische klievingsplaats
bevatten in het Fo-eiwit en hiervan een ICPI vastgesteld is van < 0,7 (uitgevoerd conform de richtlijnen
van de OIE), in te delen in pathogeniteitsklasse 2 als strikt dierpathogenen.
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