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oNDERWERP  Advies Veterinaire studie met replicon-influenza vaccin in zwangere zeugen

Geachte heer Aartsen,

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende de vergunningaanvraag IM-MV 25-002_001
getiteld ‘Field safety and efficacy evaluation of an RNA particle-based vaccine encoding
hemagglutination proteins of multiple Influenza A virus strains in pregnant sows’, afkomstig van

Intervet International B.V., deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de milieurisico’s van een veterinaire studie met
zwangere varkens (zeugen) twee keer worden gevaccineerd met het vaccin IAV-S RP. Dit vaccin
bevat twee typen genetisch gemodificeerde (gg-)replicondeeltjes (RP), afgeleid van een bekend
en vaak gebruikt virus (Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV) stam TC-83. Elk type gg-
replicondeeltje codeert voor twee verschillende versies van een oppervlakte-eiwit (beiden
hemagglutinine; HA) van Influenza A-virussen (IAV) die varkens (‘swine’; IAV-S) infecteren.
Het doel van de studie is om te onderzoeken of het vaccin de zeugen en hun nakomelingen
beschermt tegen infectie met IAV-S. Uit eerder onderzoek blijkt dat het vaccin 28 dagen na de
laatste vaccinatie niet meer aanwezig is in de gevaccineerde zeugen. Nakomelingen (biggen)
die 14 dagen na vaccinatie van de zeug worden geboren, worden verondersteld vrij te zijn van
vaccindeeltjes. Zolang er zeugen aanwezig zijn die minder dan 28 geleden zijn gevaccineerd,
worden tijdens de veterinaire studie de zeugen en alle contactdieren behandeld als dieren die
mogelijk geassocieerd zijn met een ggo.

Het gebruikte vaccin IAV-S RP is niet ziekteverwekkend en wordt gemaakt met een
veelgebruikt en veilig productiesysteem De kans dat de replicondeeltjes genetisch combineren
(recombineren) met verwante virussen die bij varkens voorkomen is verwaarloosbaar klein.
Ook de kans op verspreiding van IAV-S RP wordt verwaarloosbaar geacht.

De COGEM concludeert dat het vaccin biologisch is ingeperkt en met de genomen maatregelen
zich niet verder zal verspreiden. De milieurisico’s van deze veterinaire studie zijn
verwaarloosbaar klein. De COGEM stemt in met het uitvoeren van de veterinaire studie onder
de in de aanvraag gestelde condities.




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

Met het oog op eventuele belangenverstrengeling is het COGEM-lid prof. dr. ir. G.P. Pijlman niet
betrokken geweest bij de besluitvorming over dit advies.



Advies Veterinaire studie met replicon-influenza vaccin in zwangere zeugen
COGEM-advies CGM/250902-02

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over een vaccinatiestudie tegen influenza A bij varkens (IM-MV
25-002). Hiervoor zullen drachtige zeugen op verschillende varkensboerderijen gevaccineerd worden
met een replicon-vaccin, IAV-S RP genaamd, dat gebaseerd is op de vaccinstam TC-83 van het
Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV TC-83)." De twee soorten replicondeeltjes (‘replicon
particles’; RP’s) in het vaccin bevat elk twee verschillende codongeoptimaliseerde sequenties die
coderen voor hemagglutinine (HA) sequenties van Influenza A virus bij varkens (IAV-S). De aanvraag is
afkomstig van Intervet International B.V. Het doel van deze veterinaire studie is om de veiligheid en
werkzaamheid van het vaccin tegen Influenza A in varkens en hun nakomelingen te beoordelen.

2. Achtergrondinformatie over replicons gebaseerd op alfavirussen

Veel repliconproductiesystemen zijn gebaseerd op het Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV;
tegenwoordig Alphavirus venezuelan, familie Togaviridae)."? VEEV wordt aangetroffen in (sub)tropische
regio’s van Zuid- en Centraal-Amerika.>4 VEEV heeft een positief enkelstrengs RNA-genoom van
ongeveer 11,5 kb, dat codeert voor vier niet-structurele eiwitten die betrokken zijn bij de virale RNA-
replicatie, en voor de structurele eiwitten (C, E1, E2, E3, en 6K).256 Het virale RNA wordt omgeven door
het capside-eiwit en tezamen vormen deze het nucleocapside. Om de eiwitmantel bevindt zich een
lipidenmembraan met daarin de glycoproteinen (envelopeiwitten E1en E2) die betrokken zijn bij onder
andere infectie van de gastheercel.”

VEEV veroorzaakt onder andere bij paardachtigen en mensen milde tot ernstige ziekte, variérend van
koorts tot ernstige hersenontsteking (encefalitis). Bij volwassenen veroorzaakt infectie doorgaans
milde klachten, terwijl infectie bij jonge kinderen kan leiden tot encefalitis,®° met soms blijvende
neurologische problemen. De VEEV-stam waarop IAV-S RP is gebaseerd, VEEV TC-83, is een levend
verzwakt VEEV-vaccin dat is verkregen is door attenuatie van de virulente VEEV-stam Trinidad donkey.
Reversie naar wildtype VEEV is echter niet uitgesloten.™

Virale RNA-replicons, zoals gebruikt worden in het IAV-S RP vaccin, zijn zelf-replicerende RNA-
constructen. De structurele genen van VEEV (TC-83) zijn verwijderd uit het RNA van de replicondeeltjes
(‘viral replicon particles’, VRP’s), en kunnen vervangen worden door een gewenst gen. Voor de
productie van replicondeeltjes worden structurele genen in trans aangeboden via een co-infectie met
één of meerdere helperconstructen (helper-RNA’s) die deze genen bevatten. Er bestaan zowel ‘single-
helper’-systemen, waarbij alle structurele genen op één helper-RNA worden aangeboden, als ‘split-
helper-systemen’ waarbij het caspide-gen en de genen coderend voor de twee envelopeiwitten over
twee aparte helper-RNA’s zijn verdeeld.™

Na co-infectie in een productiecellijn worden de capside- en envelopgenen tot expressie gebracht.
Deze eiwitten kapselen vervolgens het replicon-RNA in, waardoor replicondeeltjes ontstaan. Na
zuivering kunnen de replicondeeltjes worden toegediend als vaccin. De gastheercellen worden
getransduceerd met het replicon-RNA via de replicondeeltjes. Het RNA vermenigvuldigt zich in de cel,
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waardoor er hoge hoeveelheden van het gewenste eiwit worden geproduceerd en een
immuunrespons wordt opgewekt. Omdat de structurele genen ontbreken, kunnen geen nieuwe
deeltjes gevormd worden en kan het replicon-RNA zich niet naar naastgelegen cellen verspreiden.

3. Achtergrondinformatie over Influenza A virussen bij varkens

Influenza A virus behoort tot het genus Alphainfluenzavirus (familie Orthomyxoviridae)." De oppervlakte-
eiwitten hemagglutinine (HA) en neuraminidase (NA) bepalen het subtype en spelen een belangrijke
rol in de gastheerspecificiteit en immuunrespons.’™4'5 De subtypen H1N1, HIN2 en H3N2 van
varkensinfluenzavirussen (IAV-S) circuleren onder varkens en zijn endemisch in West-Europese
varkenspopulaties. Ze veroorzaken doorgaans milde ziekte met symptomen als koorts, lethargie,
anorexie, gewichtsverlies, ademhalingsproblemen, hoesten en niezen.’®'7® Varkensinfluenza staat
niet op de lijst van de World Organisation for Animal Health (WOAH) van meldingsplichtige dierziekten
en verloopt doorgaans mild. Humane infecties met varkensinfluenzavirussen zijn zeldzaam en meestal
mild.”®9 Vaak betreft dit mensen die intensief contact hebben met varkens.

q. Opzet van veterinaire studie

In de veterinaire studie zullen maximaal 300 zwangere zeugen op 3 tot 6 varkensboerderijen
gevaccineerd worden met het IAV-S RP vaccin, om de veiligheid en effectiviteit van het vaccin tegen
Influenza A in varkens en hun nakomelingen te beoordelen. De varkensboerderijen waar dit mogelijk
plaats zal vinden zijn gelegen in Gelderland, Limburg, Noord-Brabant, Overijssel en Utrecht. Het vaccin
zal tweemaal intramusculair in de nek worden toegediend; eenmaal 8-6 weken en eenmaal g4-2 weken
voor de verwachtte werpdatum. Hierbij wordt beide keren een vaccindosis van 2 mL toegediend met
een titer van maximaal 1093 IAV-S RP. Tijdens preparatie en toediening dragen medewerkers
beschermende kleding. Naalden, spuiten en ander materiaal datin contact komt met het vaccin wordt
afgevoerd als medisch afval.

4.1 De replicondeeltjes in IAV-S RP

Het vaccin IAV-S RP bestaat uit twee soorten replicondeeltjes, die ieder coderen voor twee
verschillende HA-eiwitten van varkensinfluenzastammen. Voor de productie van IAV-S RP - een
proces wat niet onder deze vergunningaanvraag valt — wordt gebruik gemaakt van een split-
helpersysteem. De twee codongeoptimaliseerde HA-sequenties, tezamen op een vector met de niet-
structurele eiwitten van VEEV TC-83, worden gezamenlijk transfecteerd met twee helper-RNA'’s. De
helper-RNA'’s coderen respectievelijk voor de envelopeiwitten (E1-E3) en het capside-eiwit van VEEV
TC-83. De HA-sequenties worden ieder tot expressie gebracht met behulp van een 265-
promoterelement. Deze promoterelementen zijn niet aanwezig in de helper-RNA’s. Het capside-eiwit
is aangepast waardoor de zelfklievende eigenschap — die voor het wildtype virus nodig is voor correcte
translatie en transport van de structurele eiwitten - is verwijderd. De 5’- en 3’-UTRs, de
ongetransleerde uiteinden van RNA-moleculen, zijn op alle vectoren gelijk en zijn aangepast zodat
deze stopcodons bevatten.

4.2 Huisvesting van en omgang met gevaccineerde dieren en hun nakomelingen

Na vaccinatie worden de varkens gemonitord op eventuele reacties. Indien er tijdens de studie zeugen
overlijden, worden deze voor sectie overgebracht naar de Gezondheidsdienst voor Dieren, of via de
regulaire kanalen aangeboden voor verbranding. Mest, urine en placenta’s die door de proefdieren
worden geproduceerd, worden verzameld in de mestkelder van het bedrijf totdat deze vol is. Indien de
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mestkelder binnen zeven dagen na een van de vaccinatiemomenten geleegd moet worden, wordt deze
mest gebruikt om de landbouwgrond van de varkenshouder te bemesten. Indien de mestput later
wordt geleegd, mag de mest aan derden worden aangeboden. Overig afval en biologisch materiaal
wordt gezien als mogelijk gg-bevattend materiaal zolang het dier als ggo wordt aangemerkt.

Gevaccineerde varkens en hun nakomelingen worden 28 dagen na de laatste vaccinatie niet langer
beschouwd als ggo-bevattende dieren; vanaf dat moment mogen de dieren op een reguliere manier
worden gehuisvest en voor slacht worden afgevoerd. Zolang dieren die niet (langer) worden
beschouwd als ggo-bevattend (‘ggo-vrije’ dieren) worden gehuisvest met dieren die mogelijk nog
ggo’s bevatten, worden ook de ggo-vrije dieren ook beschouwd als dieren die mogelijk geassocieerd
zijn met ggo’s.

5. Eerder COGEM-advies

De COGEM heeft VEEV ingeschaald in pathogeniteitsklasse 3. De VEEV vaccinstam TC-83 is ingedeeld
in pathogeniteitsklasse 2.2>2' De COGEM heeft niet eerder over klinische of veterinaire studies met
replicons geadviseerd. Wel heeft de COGEM meermaals geadviseerd over werkzaamheden met
replicons afgeleid van VEEV (TC-83) met verschillende donorsequenties,®? 2223:24.25.26 waaronder
replicons met HA-sequenties van IAV-S geproduceerd met hetzelfde repliconproductiesysteem als in
de onderhavige studie.?” Daarnaast is er tweemaal geadviseerd over de generiek omlaagschaling van
werkzaamheden met virale replicons afgeleid van onder andere alfavirussen.?8:29

6. Overweging

De COGEM is gevraagd om te adviseren over de veterinaire studie met IAV-S RP, dat replicondeeltjes
bevat gebaseerd op VEEV TC-83. Mogelijke risico’s bij deze studie zijn onder andere het eventuele
ontstaan van infectieuze ‘virus-like vesicles’ (VLV’s) en de effecten van mogelijke verspreiding van de
gg-replicondeeltjes in het milieu.

6.1 Moleculaire karakterisering en aanwezigheid van replicatiecompetent virus in IAV-S RP

De COGEM heeft criteria opgesteld waaraan de moleculaire karakterisering van een ggo moet voldoen
bij introductie in het milieu voor een klinische of veterinaire studie.? In deze criteria staat dat de
genetische wijzigingen door middel van sequentiebepaling moeten zijn vastgesteld. De
sequentieanalyse dient niet alleen de regio van de beoogde wijziging te omvatten, maar ook de
flankerende sequenties van het genoom van het uitgangsorganisme. In de onderhavige aanvraag is de
volledige sequentie van zowel de twee replicons met HA-sequenties als de twee helper-RNA’s
geverifieerd door middel van Sanger-sequencing.

In theorie zou tijdens het productieproces van de gg-replicondeeltjes replicatiecompetent virus (RCV)
kunnen ontstaan. Hiervoor zouden de ontbrekende structurele genen op de juiste manier in het
genoom van het replicon-RNA geinsereerd worden. Met het split-helper systeem dat gebruikt is voor
productie van IAV-S RP, is het ontstaan van RCV onwaarschijnlijk, omdat hiervoor meerdere
recombinaties nodig zijn. Het vaccin IAV-S RP wordt alleen samengesteld wanneer er geen RCV
aanwezig is in de gg-repliconbatch. Dit wordt getest met een zogenoemde in vitro cytopathic effect
(CPE)-assay. De vaccinbatches die deze klinische studie zullen worden gebruikt vertonen geen CPE.
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Op basis van bovenstaande punten is de COGEM van oordeel dat de moleculaire karakterisering van
IAV-S RP voldoet aan de door haar gestelde eisen en dat er geen RCV aanwezig is in de te gebruiken
vaccinbatches.

6.2 Pathogeniteit van het vaccin

De gg-replicondeeltjes in het vaccin IAV-S RP zijn gebaseerd op VEEV TC-83 en bevatten coderende
sequenties voor verschillende HA-eiwitten van IAV-S. Op het opperviak van de gg-replicondeeltjes zijn
de envelopeiwitten van VEEV TC-83 aanwezig. De attenuatie van de vaccinstam VEEV TC-83 ten
opzichte van wildtype VEEV wordt veroorzaakt door twee mutaties: één mutatie in de 5’-UTR en één
mutatie in het structurele eiwit E2.3' De sequenties coderend voor de structurele eiwitten van VEEV
TC-83 zijn niet aanwezig in de replicondeeltjes. Door de afwezigheid van de structurele genen kunnen
na de initiéle infectie geen nieuwe gg-replicondeeltjes in IAV-S RP gevormd worden.

Ter onderbouwing van de afwezigheid van ziekte na vaccinatie met IAV-S RP zijn enkele studies
overlegd. Zo zijn onder andere muizen en varkens gevaccineerd met een vaccindosis die 200 keer hoger
was dan de gebruikelijke dosis IAV-S RP. Uit de overlegde data blijkt dat deze dieren geen
ziekteverschijnselen of vaccin-gerelateerde weefselpathologie vertoonden. Daarnaast zijn gegevens
overlegd van een studie in paarden met gg-replicondeeltjes die zijn geproduceerd met hetzelfde
productiesysteem als IAV-S RP, maar waarbij in plaats van HA-genen het gen voor een fluorescerend
eiwit (GFP) is ingebracht. Ook hierbij werden geen ziekteverschijnselen waargenomen. Uit
wetenschappelijke literatuur blijkt bovendien dat verschillende repliconvaccins op basis van VEEV, die
onder andere het ebolavirus-glycoproteine, het F-eiwit van het respiratoir syncytieel-virus (RSV) of een
HA-eiwit van influenza-A virus tot expressie brengen, geen ziekteverschijnselen veroorzaken in
proefdieren,323334.35

Op basis van bovenstaande punten is de COGEM van oordeel dat replicondeeltjes in IAV-S RP niet
ziekteverwekkend zijn.

6.3 Recombinatie tussen replicons en wildtype-alfavirussen of varkensinfluenzavirussen

Recombinatie zou tijdens de voorgenomen veterinaire studie in theorie kunnen plaatsvinden wanneer
er wild-type VEEV of een verwant influenzavirus aanwezig is in het gevaccineerde dier. Varkens zijn
geen natuurlijke gastheer voor deze virussen. Recombinatie met VEEV en aan VEEV-verwante virussen
kan daarnaast niet optreden omdat deze virussen niet voorkomen in Europa.>4 Op basis van
experimentele gegevens uit de wetenschappelijke literatuur wordt de kans op recombinatie, co-
replicatie en recombinatie van gg-replicondeeltjes en verschillende soorten wildtype alfavirussen, als
extreem laag ingeschat.3637

Er circuleren verschillende influenza A virussen (IAV) in Nederland in varkens en mensen. Co-infectie
van dezelfde cel in varkens met IAV-S RP en een wildtype IAV is weliswaar zeer klein, maar niet volledig
uit te sluiten. Het RNA dat codeert voor de HA-eiwitten is positiefstrengs, terwijl 1AV een
negatiefstrengs RNA-virus is. Replicatie van het |IAV vindt daarnaast plaats in de celkern, terwijl
amplificatie van het replicon-RNA plaatsvindt in het cytosol. De kans op recombinatie is hierdoor zeer
klein.

De HA-sequenties in IAV-S RP bevatten geen UTR’s of ‘packaging’-signaal uit IAV. De HA-
sequenties aanwezig in het replicongenoom zijn gecodonoptimaliseerd voor translatie in varkens,
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waarbij de aminozuursequentie ongewijzigd is gebleven. In het zeer onwaarschijnlijke geval dat er
door recombinatie een gg-virus zou ontstaan, is deze door gewijzigde sequenties naar verwachting
verzwakt ten opzichte van wildtype influenzavirussen. Ditzelfde geldt voor door recombinatie
ontstane gg-replicondeeltjes. Deze virussen en gg-replicondeeltjes zijn zeer verzwakt en zullen
derhalve niet aanwezig blijven.

Dit wordt door de aanvrager onderbouwd met experimentele gegevens van een in vitro co-
infectiestudie met een varkensinfluenzavirus en het IAV-S RP vaccin, uitgevoerd om potentiéle
recombinatie tussen IAV en de HA-sequenties uit de replicondeeltjes te onderzoeken. Na één passage
kon er geen HA-eiwit afkomstig van de gg-replicondeeltjes meer worden gedetecteerd. Afhankelijk
van het type HA-eiwit van de replicondeeltjes werd na twee tot zes passages geen RNA meer
gedetecteerd dat codeerde voor HA-eiwitten in de replicondeeltjes, wat duidt op afwezigheid van
recombinatie met IAV in deze studie.

Op basis van het bovenstaande is de COGEM van oordeel dat de kans op recombinatie van de gg-
replicondeeltjes in IAV-S RP met wildtype-alfavirussen die voorkomen in varkens, verwaarloosbaar
klein is. De kans op recombinatie met wildtype-influenzavirussen wordt als extreem klein beoordeeld.
Verspreiding van deze verzwakte en minder pathogene virussen of gg-replicondeeltjes is eveneens
zeer onwaarschijnlijk. Concluderend is de COGEM van oordeel dat de kans op het ontstaan en de
verspreiding van gg-virussen of gg-replicondeeltjes die met wildtype IAV zijn gerecombineerd,
verwaarloosbaar klein is.

6.4 Vorming van VLV’s

De gg-replicondeeltjes in de onderhavige veterinaire studie bevatten geen structurele genen van VEEV.
Zonder deze structurele genen is de vorming van nieuwe virale deeltjes niet mogelijk. In theorie kan de
functie van de ontbrekende structurele genen worden hersteld wanneer de replicondeeltjes één of
meerdere transgenen bevatten die coderen voor structurele eiwitten van andere virussen. Hierdoor
zouden er mogelijk zogeheten infectieuze ‘virus-like vesicles’ (VLV's) kunnen ontstaan. Voor
verschillende replicon-transgencombinaties is het ontstaan van VLV's experimenteel

aa ngetoond.38'39'40'4"42'43'44'45'46147

Voor laboratoriumwerkzaamheden met alfavirusreplicons heeft de COGEM daarom werkzaamheden
met replicons die genen bevatten voor bepaalde virale structurele eiwitten — zoals eiwitten met
fusogene eigenschappen, die de fusie van celmembranen kunnen faciliteren — uitgesloten van de
generieke omlaagschaling.?®29 Infectieuze VLV’s die zo ontstaan zouden zich immers ongewenst verder
kunnen verspreiden naar derden.

De aanvrager heeft onderzoek uitgevoerd naar de vorming van VLV’s bij passage van de IAV-S RP
replicons in celkweek. Hierbij is de aanwezigheid van VLV’s niet aangetoond. De aanvrager stelt op
basis hiervan dat het zeer onwaarschijnlijk zou zijn dat de IAV-S RP’s VLV’s vormen.

Voor de vorming van infectieuze deeltjes bij gebruik van een glycoproteine (HA) van influenzavirussen
wordt verondersteld dat co-expressie van het NA-eiwit noodzakelijk is.">4° Hoewel aanhechting en
membraanfusie bij influenzavirussen worden veroorzaakt door het HA-eiwit, is het NA-eiwit nodig om
VLV’s los te laten komen van het celopperviak. De genen die coderen voor het NA-eiwit van
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influenzavirussen zijn in de onderhavige aanvraag niet aanwezig in de gg-replicondeeltjes. In het
theoretische geval dat VLV’s gevormd worden in deze situatie, ontbreken hierin eiwitten die essentieel
zijn voor verspreiding van de VLV’s.

Het bovenstaande overwegende is de COGEM van oordeel dat de kans op het ontstaan van infectieuze
VLV’s bij expressie van de glycoproteinen van IAV-S in alphavirus-repliconproductiesystemen
verwaarloosbaar klein is.

6.5 Verspreiding van IAV-S RP naar het milieu en blootstelling van derden

6.5.1 Aanwezigheid en uitscheiding van IAV-S RP

Het repliconproductieplatform dat gebruikt is voor IAV-S RP wordt veelvuldig toegepast voor de
productie van vergelijkbare gg-replicondeeltjes met andere transgenen. Het replicon kan zich wel
vermenigvuldigen in een geinfecteerde cel, maar door het ontbreken van genen voor structurele
eiwitten kunnen er geen nieuwe virale deeltjes worden gevormd. Hierdoor zijn na de initiéle infectie
de gg-replicondeeltjes niet meer persistent aanwezig in het lichaam van het gevaccineerde dier, en
kunnen zij zich dus ook niet verspreiden naar ongevaccineerde dieren die samen met gevaccineerde
dieren worden gehuisvest. Dit wordt onderbouwd door een door de aanvrager uitgevoerde
veiligheidsstudie, waarin Shetlandpony’s werden gevaccineerd met een RP-GFP vaccin. Na vaccinatie
werd geen replicondeeltje of RNA van RP-GFP gedetecteerd in serum, nasale of rectale monsters, noch
bij ongevaccineerde paarden die samen met de gevaccineerde dieren werden gehuisvest.

Er zijn studies uitgevoerd om te achterhalen of het gebruik van HA-genen van IAV-S invloed heeft op
de uitscheiding, verspreiding of het overdragen van de replicondeeltjes tussen dieren. Hiervoor is
onderzoek gedaan naar muizen, varkens, en drachtige zeugen, waarbij gebruik werd gemaakt van hoge
doses van het IAV-S RP vaccin of van gg-replicondeeltjes geproduceerd via hetzelfde
productieplatform met andere HA-sequenties. Er is onderzocht of replicondeeltjes of RNA uit de
vaccins kon worden gedetecteerd in bloed, lymfeklieren, orgaanweefsel, ontlasting, urine, neus en/of
rectum.

Bij muizen en hun contactdieren zijn geen vaccin-RNA of infectieuze replicondeeltjes gedetecteerd,
waaruit geconcludeerd kan worden dat in muizen geen shedding of verspreiding plaatsvindt. Bij het
onderzoek in varkens met IAV-S RP, waar tot 14 dagen na vaccinatie monsters zijh afgenomen, werd
geen vaccin-RNA aangetroffen in de neus of het rectum. Op de injectieplaats werd tot 14 dagen na
vaccinatie replicon-RNA aangetroffen en 1 tot 3 dagen na vaccinatie niet-infectieuze replicondeeltjes.
In andere monsters zijn geen replicondeeltjes aangetroffen. Wel werd bij een groot deel van de dieren,
met name 1 tot 3 dagen na vaccinatie, replicon-RNA aangetroffen in o.a. urine, lymfeklieren, milt en
serum. In één dier werd 1 dag na vaccinatie RNA van de gg-replicondeeltjes in de hersenen
aangetroffen. Op basis van aanvullend onderzoek door de aanvrager naar virulentie van de
aangetroffen deeltjes is de verwachting dat deze niet meer functioneel zijn.

Tot 14 dagen na vaccinatie is gekeken of RNA van de gg-replicondeeltjes waarneembaar was in de
verschillende weefsels. Op dag 14 werd in een deel van de gevaccineerde varkens nog RNA van de gg-
replicondeeltjes waargenomen, maar data over de aanwezigheid van genetisch materiaal na 14 dagen
ontbreekt. De aanvrager stelt op basis van een regressieanalyse dat de dieren na 15-17 dagen volledig
vrij zullen zijn van RNA van de gg-replicondeeltjes. De COGEM merkt op dat deze analyse niet is
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overlegd, maar dat zij op basis van de gegevens 14 dagen na vaccinatie het aannemelijk acht dat de gg-
replicondeeltjes afwezig zijn 28 dagen na vaccinatie.

Eris geen genetisch materiaal van het IAV-S RP vaccin of replicerende replicondeeltjes gevonden in
de placenta, biest en het serum van drachtige zeugen die twee weken voor het werpen waren
gevaccineerd, noch bij hun nakomelingen van een week oud. Dit duidt op erop dat er geen verticale
transmissie plaatsvindt.

Op basis van bovenstaande gegevens is de COGEM van oordeel dat het risico op verspreiding en
overdacht van de gg-replicondeeltjes van de gevaccineerde dieren naar de omgeving, nakomelingen
of dieren in dezelfde huisvesting verwaarloosbaar klein is.

6.5.2 Beschouwen van dieren, nakomelingen en afval als ggo

De zeugen worden 28 dagen na de laatste vaccinatie niet meer als geassocieerd met een ggo
beschouwd. De nakomelingen worden 14 dagen na de laatste vaccinatie van de zeug niet langer
beschouwd als ggo-bevattend dier. Echter, zolang ‘ggo-vrije’ dieren worden gehuisvest met dieren die
minder dan 28 dagen geleden zijn gevaccineerd, worden deze ‘ggo-vrije’ dieren behandeld als ggo-
geassocieerd. Het afval dat door de gevaccineerde varkens wordt geproduceerd (urine, feces, placenta)
wordt verzameld in de mestput. Als de mestput binnen 1 week na vaccinatie (zowel de eerste als de
tweede vaccinatie) wordt geleegd, zal het alleen op het eigen land uitgereden worden. Als de mestput
later dan 1 week na vaccinatie geleegd wordt, kan de mest ook op het land van andere boerderijen
(derden) uitgereden worden. Ander biologisch materiaal van de gevaccineerde dieren wordt — zolang
het dier als ggo wordt beschouwd — behandeld als materiaal dat mogelijk ggo’s bevat.

Het aantal dieren dat positief test op aanwezigheid van RNA van de gg-replicondeeltjes neemt na
vaccinatie af. 14 dagen na de laatste vaccinatie met IAV-S RP is in een beperkt aantal dieren genetisch
materiaal aangetroffen van IAV-S RP. Op basis van de niet-overlegde extrapolatie stelt de aanvrager
dat de dieren 15-17 dagen na de laatste vaccinatie vrij zijn van (RNA van de) gg-replicondeeltjes.

Aan de hand van de aangeleverde data is in te schatten dat na 28 dagen de dieren vrij zullen zijn van
(RNA van de) gg-replicondeeltjes. De COGEM merkt op dat de vergunningaanvrager de onderliggende
data van een door hen uitgevoerde regressieanalyse niet heeft overlegd, waardoor de COGEM in haar
oordeelsvorming zich heeft gebaseerd op eigen expert judgement en op wat volgens de aanvrager de
uitkomst was van de regressieanalyse. Inzage in de data had de oordeelsvorming vereenvoudigd en
nader onderbouwd.

De COGEM is van oordeel dat het niet langer als ggo-geassocieerd beschouwen van de
gevaccineerde dieren 28 dagen na de laatste vaccinatie geen milieurisico voor mens of milieu oplevert.
De COGEM is van oordeel dat er geen verspreiding en overdacht van de gg-replicondeeltjes zal
plaatsvinden naar nakomelingen of contactdieren. Verder is de COGEM van oordeel dat de biggen vrij
zijn van IAV-S RP. Vanuit milieurisico-overwegingen is de COGEM daarnaast van oordeel dat het niet
noodzakelijk is om ‘ggo-vrije’ dieren die gehuisvest worden met gevaccineerde dieren te beschouwen
als onderdeel van de ggo-proef. Echter, uit voorzorg voor eventuele verwisseling tussen gevaccineerde
en niet-gevaccineerde dieren wordt de maatregel passend geacht.

De door de aanvrager aangeleverde gegevens tonen geen uitscheiding van de gg-replicondeeltjes aan

in de mest van gevaccineerde dieren. Mocht er onverwacht wel nog gg-materiaal aanwezig zijn, dan
zullen de hoeveelheden zeer laag zijn en in mest zeer snel worden afgebroken. De COGEM is derhalve

COGEM-advies CGM/250902-02 7



van oordeel dat er geen milieurisico’s verbonden zijn aan het uitrijden van het afval van gevaccineerde
dieren. Gevaccineerde dieren worden in de onderhavige aanvraag pas 28 dagen na de laatste vaccinatie
als volledig vrij van ggo’s beschouwd. De COGEM is daarom van oordeel dat het passend is om tot die
tijd ook ander biologisch materiaal van deze dieren te beschouwen als materiaal dat mogelijk ggo’s
bevat, hoewel zij hier geen milieurisico in ziet.

7. Conclusie

Alles in ogenschouw nemende, is de COGEM van oordeel dat het IAV-S RP vaccin biologisch ingeperkt
is en niet verder zal verspreiden. De COGEM is van oordeel dat milieurisico’s verbonden aan deze
veterinaire studie met het vaccin IAV-S RP verwaarloosbaar klein zijn en stemt zij in met het uitvoeren
van de voorgenomen veterinaire studie onder de in de aanvraag gestelde condities.
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