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ONDERWERP Advies inschaling werkzaamheden met gg-E. coli en gg-S. Typhimurium

Geachte mevrouw Van Veldhoven,

Naar aanleiding van een adviesvraag over het dossier 1G 19-021_11k-000 getiteld "Evaluation
of the efficacy of APP2 vaccines (laboratory activities)’ van de Stichting Wageningen
Research deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van laboratoriumwerkzaamheden
met een genetisch gemodificeerde (gg-) Escherichia coli en een gg- Salmonella
Typhimurium stam. De gg-bacterién brengen antigenen van de bacterie Actinobacillus
pleuropneumoniae serotype 2 tot expressie, met als doel een vaccin tegen de bij varkens
voorkomende longziekte "actinobacillaire pleuropneumonie’ te ontwikkelen.

De in E. coli en S. Typhimurium ingebrachte DNA-sequenties coderen voor het O-antigeen
van A. pleuropneumoniae type 2, en resistentie tegen het antibioticum kanamycine.
Daarnaast is in de E. coli een sequentie ingebracht die codeert voor een fusie-eiwit dat is
samengesteld uit fragmenten van twee door A. pleuropneumoniae type 2 geproduceerde
toxines.

De COGEM heeft alle drie de ouderorganismen ingedeeld in pathogeniteitsklasse 2. Zij
heeft geen redenen om aan te nemen dat de ingebrachte sequenties de pathogeniteit van de
gebruikte E. coli en S. Typhimurium stammen verhogen. De COGEM adviseert daarom de
voorgenomen werkzaamheden op inperkingsniveau ML-II uit te voeren. Tevens adviseert
zij - conform de Regeling genetisch gemodificeerde organismen - enkele aanvullende
werkvoorschriften in acht te nemen, ten einde te voorkomen dat de gg-bacterién in het
milieu verspreid worden.

Onder inachtneming van het genoemde inperkingsniveau en de aanvullende
werkvoorschriften, acht de COGEM de risico’s voor mens en milieu bij voorgenomen
werkzaamheden 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. Dr. J. Westra, Bureau ggo
Mr. J.K.B.H. Kwisthout, Ministerie van lenW

Met het oog op eventuele belangenverstrengeling zijn de COGEM leden dr. D. Goovaerts,
dr. B. P. H. Peeters en dr. T. G. Kimman niet betrokken geweest bij de besluitvorming over
dit advies.



Inschaling laboratoriumwerkzaamheden met genetisch gemodificeerde
Escherichia coli en Salmonella Typhimurium

COGEM advies CGM/190404-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van laboratoriumwerkzaamheden met
genetisch gemodificeerde (gg-) Escherichia coli en gg- Salmonella Typhimurium (1G 19-021). De gg-
bacterién brengen antigene determinanten van de bacterie Actinobacillus pleuropneumoniae tot
expressie, met als doel een vaccin tegen ’actinobacillaire pleuropneumonie’ (APP) te ontwikkelen.
APP is een longziekte die bij varkens voorkomt.

1.1 Actinobacillus pleuropneumoniae
A. pleuropneumoniae is een gram-negatieve coccoide staafvormige facultatief anaérobe bacterie die
tot de familie van de Pasteurellaceae behoort."? De bacterie is pathogeen voor varkens en veroorzaakt
bij deze dieren de zeer besmettelijke long- en borstvliesontsteking APP die onder meer gepaard gaat
met necrose en de dood tot gevolg kan hebben.®* Transmissie van A. pleuropneumoniae vindt plaats
via aérosolen en (in)direct contact.® Er zijn verschillende virulentiefactoren die aan de pathogenese
van A. pleuropneumoniae bijdragen, zoals de Apx exotoxines en het lipopolysaccharide
(LPS).1,3,4,5,6,7,8

Er zijn vier Apx toxines beschreven (Apx | t/m 1V). Deze exotoxines worden door de bacterién
uitgescheiden zodra zij zich aan de longepitheelcellen gehecht hebben, en zijn schadelijk voor
alveolaire epitheel- en endotheelcellen, rode bloedcellen, neutrofiele granulocyten en macrofagen.®*>®

LPS is een endotoxine en maakt deel uit van het buitenste deel van de celmembraan van
gramnegatieve bacterién. LPS van A. pleuropneumoniae is betrokken bij de adherentie, kolonisatie en
biofilmvorming in geinfecteerd longweefsel.>****! Daarnaast versterkt LPS het schadelijke effect van
de Apx toxines, induceert het de cytokineproductie door de cellen van het immuunsysteem, en
induceert het necrose van de longepitheelcellen.?

1.2 Escherichia coli

E. coli is een gram-negatieve staafvormige facultatief anaérobe bacterie die behoort tot de familie van
de Enterobacteriaceae.” De bacterie komt primair als commensaal voor in de darmflora van
warmbloedigen, zoals de mens en (landbouw)huisdieren. Daarnaast wordt E. coli door de
aanwezigheid van besmette uitwerpselen in de bodem en oppervlaktewateren aangetroffen.>*** E.
coli is gewoonlijk niet ziekteverwekkend, maar bepaalde varianten zijn pathogeen voor mens en dier.*®
De bacterie wordt via de fecaal-orale route overgedragen (voedselvergiftiging), door middel van
contact met besmette mensen of dieren, of via besmette voorwerpen.*”*® In een omgeving met veel
stof (kippenboerderijen) kan de aviaire pathogene E. coli via inademing colibaccillose bij kippen
veroorzaken.*®
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1.3 Salmonella Typhimurium

S. Typhimurium is een specifiek subtype (serovar) van een ondersoort van Salmonella enterica, en
heeft als volledige naam S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium.?# Het is een gram-
negatieve staafvormige facultatief anaérobe bacterie die behoort tot de familie van de
Enterobacteriaceae.?? S. Typhimurium is een darmpathogeen van warmbloedigen (onder meer de
mens en (landbouw)huisdieren), maar komt ook als commensaal bij dieren voor.?>**?*% De bacterie
wordt door de aanwezigheid van besmette uitwerpselen in de bodem en opperviaktewateren
aangetroffen, en via de fecaal-orale route (voedselvergiftiging), door middel van contact met besmette
mensen of dieren, of via besmette voorwerpen overgedragen.??*?*2® Onder experimentele condities is
over korte afstanden aérogene transmissie aangetoond bij gespeende varkens.”’

2. Genetisch gemodificeerde Escherichia coli en Salmonella Typhimurium

In een specifieke E. coli en S. Typhimurium stam zijn DNA-sequenties van A. pleuropneumoniae
ingebracht. Het acceptororganisme E. coli_5 is afkomstig van de tonsillen van een gezond varken. De
aanvrager geeft aan dat met behulp van PCR is aangetoond dat de stam negatief is voor de
virulentiefactoren ’stx, eae, LT en ST’. Het acceptororganisme S. Typhimurium SL1344 is een
virulente, algemeen gebruikte laboratoriumstam die geisoleerd is uit geinfecteerd vee.>%

In E. coli5 en S. Typhimurium SL1344 is door middel van homologe recombinatie een
biosynthesecluster coderend voor het O-antigeen van LPS van A. pleuropneumoniae serotype 2
geinsereerd.? Dit biosynthesecluster is uitgewisseld met het endogene biosynthesecluster van de
acceptororganismen. In het ingebrachte fragment (~15 kbp) is als selectiemarker een kanamycine
resistentie-expressiecassette aanwezig.

Daarnaast is in de E. coli_5 stam door middel van homologe recombinatie een expressiecassette
ingebracht (~3 kbp) die codeert voor een fusie-eiwit. Dit fusie-eiwit is samengesteld uit een deel van
het ’OmpA’ buitenmembraaneiwit van E. coli, een deel van het Apxll en Apxlll toxine van A.
pleuropneumoniae, en een histidine-tag bestaande uit 10 residuen. Door de recombinatie is een deel
van het endogene OmpA coderende gen uit E. coli_5 verdwenen.

De aanvrager geeft aan dat het fragment van het ApxIl toxine bestaat uit aminozuren 439-801
(Apx11A#5),%° en het fragment van het Apxlll toxine bestaat uit aminozuren 27-245. De eerste 160
aminozuren van de N-terminus van ApxIll zijn mogelijk betrokken bij de cytotoxische eigenschappen
van het toxine.> De ApxIl en Apxlll toxinefragmenten beschikken beiden over immunogene
eigenschappen.>®®%% Het ApxIIA#5 fragment kan bij dieren (muizen, varkens) neutraliserende
antilichamen opwekken.***

3. Voorgenomen werkzaamheden

De voorliggende vergunningsaanvraag betreft de inschaling van de isolatie van bacterién uit post-
mortem longweefsel van biggen die onder experimentele omstandigheden met gg-E. coli_5 of gg-S.
Typhimurium SL1344 gevaccineerd zullen worden. Na vaccinatie worden de biggen tijdens dezelfde
studie intranasaal of door middel van aérosolen aan A. pleuropneumoniae serotype 2 blootgesteld. De
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vaccinatie van de biggen en de besmetting met A. pleuropneumoniae vallen onder een andere
vergunningsaanvraag die niet ter advisering voorligt.

4. Eerder COGEM advies

De COGEM heeft A. pleuropneumoniae en S. Typhimurium ingedeeld in pathogeniteitsklasse 2.% E.
coli heeft zij eveneens in klasse 2 ingedeeld, met uitzondering van de hemolytische syndroom
geassocieerde E. coli (HUSEC), die de COGEM in klasse 3 heeft ingedeeld.'®*® Daarnaast zijn de
geattenueerde E. coli laboratoriumstammen B, C, K12 en W ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1.

5. Overwegingen

De voorgenomen werkzaamheden betreffen handelingen met een gg-E. coli en gg-S. Typhimurium
stam waarin DNA-sequenties van A. pleuropneumoniae zijn ingebracht. De COGEM heeft S.
Typhimurium en A. pleuropneumoniae ingedeeld in pathogeniteitsklasse 2. E. coli is eveneens in
pathogeniteitsklasse 2 ingedeeld, met uitzondering van bepaalde varianten. De E. coli_5 stam is geen
specifieke geattenueerde laboratoriumstam, maar geisoleerd van de tonsillen van een gezond varken.
De bacterie is niet geassocieerd met het veroorzaken van het hemolytisch syndroom. De COGEM
beschouwt de E. coli_5 stam als een organisme van pathogeniteitsklasse 2.

In E. coli_5 en S. Typhimurium SL1344 is een operon coderend voor het O-antigeen van LPS van A.
pleuropneumoniae serotype 2 ingebracht. LPS is opgebouwd uit lipid A, een core-oligosaccharide
segment, en een O-specifiek polysaccharide (O-antigeen). Het O-antigeen bestaat uit repeterende
suikereenheden. De aanvrager stelt dat in LPS alleen lipid A de pathogeniteit beinvloedt, en verwacht
daarom dat een wijziging in het O-antigeen geen verandering in de pathogeniteit van de
acceptororganismen zal bewerkstelligen. Daarnaast geeft de aanvrager aan dat tijdens een recent in het
buitenland uitgevoerde vaccinatiestudie bij biggen, waarbij dezelfde gg-bacterién zijn gebruikt, de
biggen niet ziek zijn geworden ten gevolge van de vaccinatie.

De COGEM is van oordeel dat gegevens uit de literatuur er op wijzen dat het O-antigeen van A.
pleuropneumoniae niet essentieel is voor aanhechting aan varkenscellen.*** Tevens draagt het O-
antigeen niet bij aan de virulentie van deze bacterie.*** De COGEM heeft daarom geen redenen om
aan te nemen dat gg-E. coli_5 en gg-S. Typhimurium SL1344 op grond van de insertie van het O-
antigeen biosynthesecluster pathogener zijn dan hun ouderorganismen.

In het biosynthesecluster is als selectiemarker een kanamycineresistentiegen ingebracht. De
COGEM is van oordeel dat dit resistentiegen niet van invloed is op de pathogeniteit van de gg-
bacterién, en dat daarom de pathogeniteit hierdoor eveneens niet verhoogd is ten opzichte van de
ouderorganismen.

In gg-E. coli_5 is naast het O-antigeen operon ook een expressiecassette ingebracht die codeert voor
een fusie-eiwit samengesteld uit een fragment van ompA van E. coli, en fragmenten van de ApxIl en
ApxIIl toxines van A. pleuropneumoniae. De aanvrager stelt dat de ApxIl en ApxIll fragmenten niet
coderen voor toxische of pathogene componenten.
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De COGEM merkt op dat de ingebrachte ApxIl en ApxIll toxinefragmenten over immunogene
eigenschappen beschikken. Daarnaast kan het ApxIIA#5 fragment bij muizen en varkens
neutraliserende antilichamen opwekken. Mede gezien het feit dat tijdens een recente vaccinatiestudie
in het buitenland waarbij dezelfde gg-bacterién zijn gebruikt, de gevaccineerde biggen niet ziek zijn
geworden, heeft de COGEM geen redenen om aan te nemen dat het tot expressie gebrachte fusie-eiwit
de pathogeniteit van gg-E. coli_5 doet toenemen.

6. Advies

Het bovenstaande in overweging nemende, is de COGEM van oordeel dat alle ingebrachte
eigenschappen de pathogeniteit van acceptororganismen E. coli_5 en S. Typhimurium SL1344 niet
verhogen. Zij adviseert daarom voorgenomen laboratoriumwerkzaamheden uit te voeren op ML-II
inperkingsniveau. De COGEM merkt op dat E. coli en S. typhimurium oro-fecaal en via
gebruiksvoorwerpen (fomites) door middel van kruiscontaminatie overgedragen kunnen worden. Ten
einde uitsleep van de gg-bacterién te voorkomen, adviseert zij conform Bijlage 9.1.1.3.3.12 en
9.1.1.3.3.13 van de Regeling genetische gemodificeerde organismen,*® tijdens handelingen met de gg-
bacterién handschoenen te dragen en open handelingen uit te voeren in een veiligheidskabinet van
klasse Il. Onder in acht neming van dit inperkingsniveau en de bovengenoemde aanvullende
werkvoorschriften acht de COGEM de risico’s voor mens en milieu bij voorgenomen handelingen
verwaarloosbaar klein.
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