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Onderwerp
Advies ontwerpbeschikking I1G 04-203

Geachte heer Van Geel,

Naar aanleiding van ontwerpbeschikking IG 04-203, betreffende “Grootschalige
productie van een niet-toxische derivaat van het dermonecrotisch toxine van
Pasteurella multocida in Eschericha coli”,van Intervet International B.V. te Boxmeer,
adviseert de COGEM als volgt.

Samenvatting:

De COGEM is verzocht te adviseren over de grootschalige productie van een
vaccincomponent met behulp van genetisch gemodificeerde Escherichia coli. Het
vaccin is gericht tegen snuffelziekte bij varkens; ook wel progressieve atrofische
rhinitis genoemd.

Van de vaccincomponent (gedetoxificeerd dermonecrotisch toxine van Pasteurella
multocida) is aangetoond dat het geen toxische eigenschappen meer bezit. Hiernaast is
de gebruikte E. coli K12 stam, waarin het DNA-fragment tot expressie wordt gebracht,
zodanig verzwakt dat deze niet buiten het laboratorium kan overleven.

Het vaccin wordt geproduceerd in fermentoren met een maximaal volume van 3000
liter. Uit de kweekvloeistof wordt in verschillende stappen de vaccincomponent
gezuiverd. De afvalstromen die tijdens het proces vrijkomen worden opgevangen in
een afdodingstank en vervolgens 15 minuten bij 80 °C verhit. Gezien de door de
aanvrager overlegde gegevens acht de COGEM deze afdodingsmethode afdoende om
de afvalstromen met daarin de resten van de genetisch gemodificeerde E. coli te
inactiveren.

Concluderend is de COGEM van mening dat met de inschaling van handelingen op
MI-II niveau, de veiligheid voor mens en milieu gewaarborgd is.
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De door de COGEM gehanteerde overwegingen en het hieruit voortvloeiende advies
treft u hierbij aan als bijlage.

Hoogachtend,
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Titel: Grootschalige productie van een vaccincomponent met behulp
van genetisch gemodificeerde Escherichia coli.

COGEM advies: CGM/050211-01

Inleiding

De COGEM is verzocht te adviseren over een vergunningaanvraag betreffende de
grootschalige productie van een vaccincomponent met behulp van genetisch
gemodificeerde Escherichia coli K12. De vaccincomponent zal bestaan uit een niet-
toxische derivaat van dermonecrotisch toxine (dO-antigeen) van Pasteurella
multocida. P. multocida is medeveroorzaker van progressieve atrofische rhinitis; een
aandoening bij varkens, ook wel snuffelziekte genoemd. Om de vaccincomponent te
kunnen produceren wordt het DNA-fragment wat codeert voor het dO-antigeen tot
expressie gebracht in E.coli PC2958 (POP2136).

De productie van het vaccin zal worden uitgevoerd in fermentoren met een
maximaal volume van 3000 liter. Hierna worden de cellen geconcentreerd door
middel van centrifugatie en gekraakt in een homogenisator. Het homogenisaat zal
daarna worden gefiltreerd. Het filtraat met daarin het dO-antigeen wordt vervolgens
gezuiverd met behulp van twee chromatografische stappen. Het restafval wat bij het
productieproces vrij komt, wordt afgedood.

Het inschalingsvoorstel van Bureau GGO betreffende onderhavige werkzaamheden
is gebaseerd op de Regeling genetisch gemodificeerde organismen (1). Uit deze
regeling volgt dat de werkzaamheden in de procesinstallatie moeten worden
uitgevoerd op MI-II niveau

Eerder uitgebracht COGEM advies

De COGEM heeft in 1994 over een soortgelijke aanvraag geadviseerd (CGM/941007-
12). Het betrof destijds de productie van hetzelfde dO-antigeen als in onderhavige
aanvraag. Het verschil ligt in het feit dat er gebruik gemaakt werd van een andere
bacteriestam als gastheer. Er werd eveneens gebruik gemaakt van E. coli K12 maar
dan van de stam LB229. De COGEM heeft destijds geadviseerd de handelingen in de
procesinstallatie uit te voeren onder GILSP met afdoding van biomassa (huidige MI-II
niveau).

Kenmerken van het GGO

De kennisgever is voornemens een vaccincomponent te produceren gericht tegen
progressieve atrofische rhinitis. Hiertoe wordt het DNA-fragment wat codeert voor
het dO-antigeen tot expressie gebracht in E. coli PC2958 (POP2136).
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Gastheer

Voor de productie van de vaccincomponent wordt gebruik gemaakt van Escherichia
coli als gastheer. E. coli behoort tot de familie van de Enterobacteriaceae en komt
voor in de darm van warmbloedige dieren (2).

In de dikke darm voorkomt de bacterie uitgroei van schadelijke andere bacterién.
Buiten de darm zijn enkele E. coli soorten pathogeen waardoor ze een voedselinfectie
kunnen veroorzaken. E. coli vermenigvuldigt zich bij temperaturen tussen de 10 en 40
°C. De groei van de bacterie is optimaal bij 37 graden. De bacterie kan maanden in de
bodem en weken in water overleven.

In onderhavige aanvraag wordt de stam E. coli K12 gebruikt. Dit is een niet-
pathogene stam van de bacterie, die wordt gebruikt als modelorganisme in de
moleculaire biologie (3). De bacteriestam is auxotroof en vitamine B deficiént
waardoor ze alleen kan overleven onder laboratoriumcondities. Bovendien bevat ze
geen genen die coderen voor toxinen.

Vector

In de aanvraag wordt gebruik gemaakt van de niet zelfoverdraagbare vector pUN121.
De vector is 4.4 kilobase (kb) groot en bevat een ampicilline en tetracycline
resistentiegen (4). Hiernaast bevat de vector het ¢l gen van faag lambda (A). Het cl
gen reguleert de genexpressie van het tetracycline resistentiegen (4).

Donorsequentie

In de vector wordt een DNA-fragment gekloneerd wat codeert voor het niet-toxische
derivaat van dermonecrotisch toxine (dO-antigeen) van P. multocida met een eigen
promoter. P. multocida is een gram-negatieve bacterie en behoort tot de familie van
de Pasteurellaceae (2). Ze is ecen belangrijke ziekteverwekker bij vele diersoorten
waaronder varkens, kippen en vee. Bij mensen is het de meest voorkomende infectie
na een honden- of kattenbeet (5).

Het dermonecrotisch toxine wat geproduceerd wordt door P. multocida is de
veroorzaker van progressieve atrofische rhinitis bij varkens (6). Bij deze ziekte wordt
eerst het slijmvlies van de neus aangetast en later de neusschelp waardoor de neus
scheef gaat staan. Dit heeft als gevolg dat de varkens langzamer groeien en hun
slachtgewicht niet bereiken (7).

De bacterie P. multocida is niet alleen verantwoordelijk voor het verloop van
progressieve atrofische rhinitis. Ook de gram-negatieve bacterie Bordetella
bronchiseptica speelt een rol. Deze bacterie is bij dieren een voorname veroorzaker
van aandoeningen aan de luchtwegen. Indien het varken geinfecteerd is met B.
bronchiseptica wordt de kolonisatie van het neusslijmvlies door P. multocida
bevorderd (8).
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In het gen, coderend voor het dermonecrotisch toxine, dat tot expressie wordt
gebracht, is een deletie aangebracht welke leidt tot inactivatie van de toxische
activiteit (8).

Productieproces

De vaccincomponent wordt geproduceerd in fermentoren met een inhoud van
maximaal 3000 liter. Na afloop van de kweek worden de cellen geconcentreerd door
middel van centrifugatie. De cellen worden vervolgens gekraakt met behulp van een
“French press”. Door het kraken van de cellen komt het intracellulaire dO-antigeen
beschikbaar voor verdere opwerking.

Na het kraken wordt het materiaal onder steriele condities gefiltreerd waarbij
gebruik gemaakt wordt van een filter met een poriegrootte van 0.2 um. Door gebruik
van deze filters is het filtraat vrij van intacte E. coli cellen. De betreffende filters
worden door de fabrikant gevalideerd. De kennisgever heeft aangegeven de intactheid
van het filter na filtratie altijd te controleren. Uit het filtraat wordt het uiteindelijke
product, het dO-antigeen, gezuiverd via twee chromatografische stappen.

De afvalstoffen die bij het proces vrijkomen, worden verzameld in een
afdodingstank. Afdoding vindt plaats door de afvalstoffen 15 minuten bij 80 °C te
verhitten. Hierdoor dalen de “colony forming units” per milliliter (cfu/ml) van 2x10°
naar 0. In theorie kan één bacterie uitgroeien tot één “colony forming unit”.

De apparatuur die gebruikt is tijdens het proces wordt na afloop van de productie
gesteriliseerd met behulp van stoom. Verder zullen eventueel gebruikte disposables of
besmet glaswerk worden geautoclaveerd.

De aanvrager heeft een handboek biologische veiligheid opgesteld waarin
beschreven wordt hoe om te gaan met eventuele calamiteiten en ongevallen. Hierin
worden ondermeer procedures beschreven wat te doen na het morsen van ggo’s of na
lekkages waarbij meer dan 1 liter ggo-bevattende kweekvloeistof vrijkomt. Alle
werknemers zijn verplicht kennis te nemen van deze procedures.

Overweging en Advies

De COGEM is gevraagd te adviseren over de vergunningaanvraag betreffende de
grootschalige productie van een vaccincomponent tegen progressieve atrofische
rhinitis bij varkens, met behulp van een genetisch gemodificeerde E.coli. In 1994
heeft de COGEM over nagenoeg dezelfde procedure positief geadviseerd. Destijds
werd in plaats van de huidige bacteriestam, E. coli LB229 gebruikt.

Door de aanvrager wordt voor de productie van het vaccincomponent gebruik
gemaakt van de E. coli K12 stam (POP2136). Deze stam is auxotroof en vitamine B
deficiént waardoor deze buiten laboratoriumcondities niet kan overleven.

Het recombinante E. coli bevat een insertie dat codeert voor het dO-antigeen. Het
insert is volledig gekarakteriseerd. Experimenten hebben aangetoond dat het dO-
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antigeen geen toxische eigenschappen meer bezit. Bovendien wordt het dO-antigeen
niet uitgescheiden door E. coli.

Na de grootschalige kweek wordt de fermentatievloeistof geoogst, gecentrifugeerd
en gehomogeniseerd. De gebruikte filters worden door de fabrikant gevalideerd en de
intactheid van het filter wordt voor aanvang van de filtratie door de kennisgever
gecontroleerd. De gebruikte poriegrootte van het membraan van 0.2um zorgt ervoor
dat het filtraat vrij is van intacte E. coli cellen.

De afvalstoffen die bij het proces vrijkomen worden volgens een gevalideerde
methode afgedood. De COGEM acht de gebruikte methode afdoende om de
afvalstromen met daarin de resten van de genetisch gemodificeerde E. coli te
inactiveren.

De voorgestelde protocollen aangaande het morsen en lekken van ggo’s zijn naar
de mening van de COGEM adequaat om de risico’s voor mens en milieu tot een
minimum te beperken.

Concluderend is de COGEM van mening dat met de inschaling van handelingen op
MI-II niveau, de veiligheid voor mens en milieu gewaarborgd is.
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