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Advies inschaling werkzaamheden met VEEV-replicondeeltjes met BLV en

NDERWERP
© FeLV transgenen

Geachte mevrouw Heijnen,

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende het dossier ‘Omlaagschaling in vitro en in
vivo werkzaamheden met alphavirus RNA deeltjes’ (IG 16-193 2.8-012), ingediend door
Intervet International B.V., deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van laboratoriumwerkzaamheden
en dierproeven met replicons afgeleid van het Venezuelan equine encephalitis virus
(VEEV) waarbij structurele genen van de retrovirussen Bovine Leukemia Virus (BLV) en
Feline leukemia virus (FeLV) als transgen worden gebruikt. Bij het gebruik van retrovirale
envelopeiwitten in VEEV-repliconsystemen is het mogelijk dat er infectieuze ‘virus-like
vesicles’ (VLV’s) gevormd worden. Experimenten van de aanvrager tonen aan dat er
VLV’s ontstaan bij productie van deze VEEV-BLV/FeLV replicons, maar dat de VLV’s
zich niet goed kunnen verspreiden. De aanvrager verzoekt de werkzaamheden met
dierlijke cellen op ML-I en met proefdieren op DM-I uit te voeren.

De COGEM merkt op dat de aangeleverde experimentele gegevens geen uitsluitsel
kunnen geven over verspreiding, omdat niet uit te sluiten is dat bij een andere proefopzet
infectieuze VLV’s mogelijk langer aanwezig zijn. Zij is echter van oordeel dat de
milieurisico’s van eventueel, door de aanwezigheid van een retroviraal envelopeiwit,
gevormde VLV’s verwaarloosbaar klein zijn indien de werkzaamheden uitgevoerd
worden op ML-I, met de door de aanvrager voorgestelde aanvullende voorschriften. Ook
voor dierproeven kan zij instemmen met een inschaling op DM-I. Als voorwaarde voor
de inschaling op ML-1 en DM-I adviseert zij dat bij gebruik van het retrovirale env-gen in
de VRP’s, niet tegelijkertijd één of meerdere andere retrovirale structurele genen (zoals
gag) aanwezig mogen zijn. Op de genoemde inperkingsniveaus en met de voorgestelde
beschermingsmaatregelen, zijn de risico’s voor mens en milieu 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. 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 COGEM lid dr. ir. G.P. Pijlman niet
betrokken geweest bij de besluitvorming over dit advies



Inschaling werkzaamheden met VEEV-replicondeeltjes met structurele
genen van retrovirussen BLV en FeL.V

COGEM advies CGM/231019-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met ‘viral replicon
particles’ (VRP’s) afgeleid van de Venezuelan Equine Encephalitis Virus (VEEV) vaccinstam TC-83,
waarbij structurele genen van Bovine Leukemia Virus (BLV) en Feline leukemia virus (FeLV) als
transgen worden gebruikt (IG 16-193). Het betreft een verzoek tot herinschaling van eerder vergunde
werkzaamheden, vanwege de aanwezigheid van infectieuze “virus-like vesicles’ (VLV’s). De aanvrager,
Intervet International B.V., verzoekt laboratoriumwerkzaamheden met VEEV-BLV/FeLV VRP’s
(productie- en infectie in animale cellen en handelingen met cellen afkomstig uit het dierverblijf) uit te
mogen voeren op ML-I. Ook zullen verschillende soorten proefdieren gevaccineerd worden met deze
VRP’s. Vanwege de mogelijke aanwezigheid van infectieuze VLV’s verzoekt de aanvrager deze
werkzaamheden op DM-I te mogen uitvoeren. De COGEM is gevraagd of aanwezigheid van infectieuze
VLV’s tijdens de werkzaamheden van invloed is op de inschaling en of zij kan instemmen met het
voorstel tot inschaling. Tevens is zij gevraagd of VLV’s uitsluitend een Arbo-risico vormen.

Daarnaast is de COGEM gevraagd om de pathogeniteitsklasse van Influenza D virus (IDV) vast te
stellen. IDV-sequenties zullen worden toegepast als transgen in het betreffende VEEV-TC83 alfavirus
repliconsysteem. Deze vraag zal de COGEM in een separaat advies beantwoorden.

2. Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV)

VEEV is één van de 32 soorten die behoort tot het genus Alphavirus (Familie: Togaviridae).! 2 VEEV
kan milde tot ernstige ziekte veroorzaken in paardachtigen, variérend van koorts tot ernstige encefalitis,
en kan daarnaast ook ziekte veroorzaken bij de mens. Het virus wordt voornamelijk verspreid via
muggensoorten behorende tot het genus Culex, subgenus Melanoconion.®

Het VEEV bevat een positief enkelstrengs RNA-genoom van ongeveer 11,4 kb.® Op het genoom liggen
twee grote ‘open reading frames’ (ORF’s). Replicatie van het genoom vindt plaats in het cytoplasma
van de gastheercel. De niet-structurele eiwitten (nsP1-4) zijn betrokken bij replicatie van het virale RNA
en worden als een polyproteine afgelezen van het ORF aan het 5’-uiteinde van het genoom. Na klieving
door het virale protease nsP2 worden individuele eiwitten gevormd.*> Het ORF aan het 3’-uiteinde van
het genoom codeert voor de structurele eiwitten. Dit ORF komt tot expressie vanaf een subgenomisch
mMRNA, dat getranscribeerd wordt vanaf een interne promotor, 26S, gelegen in het gebied tussen het
structurele en niet-structurele ORF.2® Virale en cellulaire proteases klieven de structurele polyproteines
in de individuele eiwitten (C, E3, E2, 6K en E1). In sommige gevallen leidt ‘(-1) frame-shifting’ tijdens
de translatie tot de productie van een extra viraal trans-frame (TF) eiwit.® Aan beide uiteinden van het
genoom liggen de ‘non-coding regions’, en het virale RNA heeft een 5’-cap-structuur en een poly-A-
staart aan het 3’-uiteinde.
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Het RNA in het virusdeeltje wordt omgeven door het capside-eiwit (C) en tezamen vormen deze het
nucleocapside. Om de eiwitmantel bevindt zich een lipidenmembraan met daarin de glycoproteinen
(envelopeiwitten, E1 en E2) die betrokken zijn bij de aanhechting en infectie van de gastheercel.” De
glycoproteinen zijn daarmee direct van invloed op het gastheerbereik.® De assemblage en ‘budding’ van
nieuwe virusdeeltjes vindt plaats op het plasmamembraan van de gastheercel.®

2.1 VEEV-vaccinstam TC-83

Door de virulente VEEV-stam Trinidad donkey 83 keer in hartcellen van cavia’s te passeren, is VEEV
TC-83 geproduceerd. Deze levend verzwakte vaccinstam is als veterinair vaccin toegelaten in de
Verenigde Staten van Amerika.® Deze vaccinstam wordt ook onder een ‘Investigational New Drug
protocol’ van de Amerikaanse ‘Food and Drug Administration’ (FDA) toegediend aan laboratorium- en
veldmedewerkers die het risico lopen geinfecteerd te worden met een virulente stam van VEEV.1° Het
genoom van het geattenueerde virus is op 12 plaatsen gemuteerd.’'? De verzwakking van het
gemuteerde virus berust op 2 van deze 12 mutaties: de eerste gelegen in de 5’ non-coding regio en de
tweede in structureel eiwit E2.1>12 Reversie naar wildtype VEEV is niet uitgesloten.

2.2 VEEV-replicons

VEEV wordt veel gebruikt voor de constructie van repliconsystemen. In ‘naakte’ replicons is het ORF
dat codeert voor de structurele genen verwijderd, en wordt een eventueel transgen op de positie van het
structurele ORF geinsereerd. Bij de productie van VRP’s worden de structurele genen in trans
aangeboden. Meestal vindt co-transfectie plaats van het replicon-RNA met één of meerdere
helperconstructen, waarvan de structurele eiwitten getransleerd worden. Er wordt onderscheid gemaakt
tussen ‘single-helper’-strategieén, waarbij de structurele genen op een enkel helper-RNA worden
aangeboden, en de ‘split-helper-systemen’. Bij die laatste productiesystemen liggen het C-gen en de
genen coderend voor de glycoproteinen op twee verschillende helper-RNA’s.

3. Bovine leukemia virus (BLV) en Feline leukemia virus (FeLV)

BLV en FeLV zijn retrovirussen die behoren tot de genera Deltaretrovirus (BLV) en Gammaretrovirus
(FeLV). BLV infecteert runderen en kan in deze dieren runderleukose (enzodtische boviene leukose;
EBL) veroorzaken.®!" De meeste infecties verlopen asymptomatisch (subklinisch), maar een deel van
de geinfecteerde dieren ontwikkelt tumoren waaraan zij kunnen overlijden.}"18.1%20 B| \V/ verspreidt zich
horizontaal via contact met bloed, speeksel, melk, sperma en neusvocht van geinfecteerde dieren, en kan
zich ook verticaal verspreiden, of overgedragen worden via bijtende vliegen die zich met het
geinfecteerde bloed voeden. Over het mogelijke zodnotische potentieel van BLV geeft de
wetenschappelijke literatuur nog geen uitsluitsel.

FeLV veroorzaakt €én van de meest voorkomende chronische infectieziekten in gedomesticeerde
katten en andere katachtigen.?>?? In dieren met aanhoudende viremie kunnen zich verschillende
klinische symptomen voordoen, zoals tumorgroei, beenmergsuppressie, immunodeficiéntie,
neurologische problemen en immuun-gemedieerde ziekten.?! Overdracht vindt horizontaal plaats naar
andere katten via direct contact met speeksel, bloed, urine en feces. FeLV kan ook verticaal
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overgedragen worden tijdens de zwangerschap.?? Er zijn geen aanwijzingen dat FeLV, of andere
gammaretrovirussen, mensen kunnen infecteren.

4. Voorgenomen werkzaamheden

De aanvrager is voornemens VRP’s te produceren die afgeleid zijn van VEEV-vaccinstam TC-83, door
middel van een “split-helper’ productiesysteem. Hierbij zijn de structurele genen van VEEV verwijderd
en vervangen door sequenties die coderen voor de structurele genen van BLV of FeLV. De helper RNA’s
bevatten de genetische informatie van het C-eiwit en de twee glycoproteines, E1 en E2, van VEEV.
Deze helper RNA’s zijn nodig om VRP’s te kunnen produceren. De aanvrager heeft experimentele
gegevens aangeleverd die laten zien dat infectie van cellen met VEEV-FeLV-Env of VEEV-BLV-Env
VRP’s in celkweek leidt tot de vorming van infectieuze VLV’s, die inefficiént kunnen worden door
gepasseerd naar nieuwe cellen.

De aanvrager verzoekt om in vitro werkzaamheden (de productie van de VRP’s, infectie van cellen met
deze VRP’s en het vriesdrogen van deze VRP’s) op ML-I uit te mogen voeren. Ook wil de aanvrager
experimenten met dierlijke cellen afkomstig van dieren die geinfecteerd zijn met deze VRP’s, op ML-I
uitvoeren. Als aanvullende maatregelen op ML-I stelt de aanvrager voor handschoenen te dragen tijdens
de werkzaamheden en open handelingen in een veiligheidskabinet klasse Il uit te voeren.

Tevens wil de aanvrager dieren vaccineren met de VRP’s via de intramusculaire, intradermale of
subcutane route, en verzoekt deze handelingen op DM-I uit te mogen voeren. Omdat onduidelijk is hoe
lang infectieuze VLV’s persisteren in proefdieren en of deze dieren VLV’s kunnen uitscheiden en
verspreiden, stelt de aanvrager voor de dieren op DM-I te houden; dit in tegenstelling tot de eerdere
aanvraag waarin de dieren na 14 dagen op DM-I, op D-I worden gehuisvest. Na 14 dagen zullen de
dieren blootgesteld worden aan wildtype virussen. Deze “‘challenge’ met wildtype virus valt buiten deze
vergunningaanvraag.

5. Eerdere COGEM adviezen

De COGEM heeft VEEV ingeschaald in pathogeniteitsklasse 3. De VEEV vaccinstam TC-83 en BLV
zijn ingedeeld in pathogeniteitsklasse 2. FeLV is als strikt-dierpathogeen in pathogeniteitsklasse 2
ingedeeld.?

De COGEM heeft meerdere keren geadviseerd over replicons afgeleid van VEEV met verschillende
donorsequenties,®2425.26.27 waaronder de inschaling van in vitro en in vivo werkzaamheden met VEEV-
VRP’s waar dit advies een aanvulling op is.2%? In eerdere COGEM-adviezen heeft de COGEM
geadviseerd dat met betrekking tot alfavirusreplicons geen transgenen mogen worden gebruikt die de
verwijderde functies kunnen complementeren, waarbij ook sequenties die coderen voor envelopeiwitten
van toga- en rhabdovirussen uitgesloten zijn. In 2022 heeft zij een advies uitgebracht over de generieke
omlaagschaling van werkzaamheden met virale replicons afgeleid van alfavirussen en flavivirussen.*
Daarin adviseert de COGEM dat laboratoriumwerkzaamheden met VRP’s afgeleid van alfaviussen
waaruit de structurele genen zijn verwijderd, en gebruik gemaakt wordt van een split-helpersysteem,
kunnen plaatsvinden op één niveau lager dan het inperkingsniveau van het uitgangsvirus. Daarbij geldt
dat er geen transgenen mogen worden gebruikt die de verwijderde functies kunnen complementeren.
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Met betrekking tot alfavirusreplicons worden naast sequenties die coderen voor de envelopeiwitten van
virussen uit de families Togaviridae en Rhabdoviridae, ook dezelfde sequenties afkomstig van virussen
uit de familie Retroviridae uitgesloten, vanwege de vorming van infectieuze VLV’s.

6. Overweging en advies
In het COGEM-advies over de generieke inschaling van werkzaamheden met alfa- en flavivirusreplicons
is als algemene voorwaarde voor de omlaagschaling opgenomen dat er geen transgenen gebruikt mogen
worden die de verwijderde functies kunnen complementeren. Hiertoe worden met betrekking tot
alfavirusreplicons ook sequenties die coderen voor de envelopeiwitten van virussen uit de families
Togaviridae, Rhabdoviridae en Retroviridae gerekend, vanwege de vorming van infectieuze VLV’s.%
Naar aanleiding van het generiecke COGEM-advies, heeft Bureau GGO aanvullende vragen gesteld
naar het ontstaan van infectieuze VLV’s bij al vergund gebruik van structurele genen van BLV en FeLV
als transgen in het VEEV-VRP-repliconsysteem. De aanvrager heeft daarop experimentele gegevens
aangeleverd waaruit blijkt dat de aanwezigheid van deze retrovirale envelopeiwitten in VEEV-VRP’s
kan leiden tot de vorming van infectieuze VLV’s. Er is daarom een nieuwe risicobeoordeling en een
nieuw inschalingsvoorstel aangeleverd voor de in vitro en in vivo werkzaamheden met VEEV-
FeLV/BLV VRP’s, waarbij ingegaan wordt op de aanwezigheid van infectieuze VLV’s.

De COGEM is gevraagd of zij kan instemmen met het voorstel tot inschaling, en of aanwezigheid van
infectieuze VLV’s tijdens de werkzaamheden van invloed is op de inschaling. Tevens is zij gevraagd of
VLV’s uitsluitend een Arbo-risico vormen. Hieronder zal op de verschillende aspecten van infectieuze
VLV’s worden ingegaan.

6.1 Het ontstaan van infectieuze VLV’s bij alfavirus replicons

Bij werkzaamheden met alfavirusreplicons kunnen VLV’s gevormd worden. VLV’s zijn afsnoeringen
van het plasmamembraan (‘spherules’), die het replicon-RNA bevatten.3! Deze VLV’s zijn infectieus
wanneer de deletie in de structurele genen gelimiteerd is tot het C-gen, en de alfavirus envelop-eiwitten
(glycoproteinen E1 en E2) intact blijven. Ook kunnen infectieuze VVLV’s ontstaan door complementatie
wanneer sequenties voor zowel het C-eiwit als de alfavirus glycoproteinen E1 en E2 verwijderd zijn,
maar sequenties voor envelopeiwitten van virussen uit de families Togaviridae, Rhabdoviridae en
Retroviridae als transgen toegepast worden. Het ontstaan van infectieuze VLV’s is veel inefficiénter
dan de productie van virusdeeltjes, echter deze VLV’s zijn in beperkte mate in staat andere cellen te
infecteren. 3233

Om de vorming van infectieuze VLV’s te bestuderen bij het gebruik van VEEV-VRP’s met het Env-
gen van BLV of FeLV als transgen, heeft de aanvrager experimenten in celkweek uitgevoerd. Uit deze
experimenten blijkt dat er infectieuze VLV’s ontstaan na infectie van Vero-Ames of Crandell-Rees
Feline Kidney (CRFK) cellen met VEEV-FeLV-Env of VEEV-BLV-Env VRP’s. De VLV’s kunnen in
twee opeenvolgende passages met een lage efficiéntie nieuwe cellen infecteren.

De aanvrager concludeert dat er VLV’s gevormd worden met BLV of FeLV antigenen, maar dat de
infectie lijkt uit te doven: in passage 1 waren 15-44 foci per well waarneembaar, terwijl in passage 2
2,1-0,5 foci per well gedetecteerd werden. Of de VLV’s ook binnen een gevaccineerd dier van cel naar
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cel kunnen verspreiden, of er uitscheiding van VLV’s kan plaatsvinden en eventueel uitgescheiden
VLV’s kunnen verspreiden tussen dieren, is onbekend.

De COGEM is van oordeel dat uit de experimentele data blijkt dat er infectieuze VLV’s worden
gevormd bij werkzaamheden met VEEV-BLV/FeLV-Env VRP’s en dat die in celkweek kunnen worden
overgedragen naar andere cellen. De vorming van VLV’s is minder efficiént dan de vorming van
wildtype virusdeeltjes en de aanwezigheid van de VLV’s dooft uit in het gebruikte testsysteem. Het lijkt
onwaarschijnlijk dat de VLV’s zich efficiént kunnen verspreiden en de VLV’s zullen ook niet makkelijk
reverteren naar een goed verspreidend fenotype. De COGEM merkt echter op dat het niet duidelijk is of
bij een andere proefopzet wel VLV’s detecteerbaar zouden blijven over meerdere passages, bijvoorbeeld
als er langer gewacht wordt tussen de opeenvolgende passages en de cellen meer tijd krijgen om
infectieuze VLVs te produceren, of mogelijk andere celtypen gebruikt worden.

6.2 Inschaling in vitro werkzaamheden met VEEV-VRP’s met structurele genen van BLV of FeLV
De aanvrager concludeert dat de VLV’s zich zeer inefficiént verspreiden en dat uit de aangeleverde
experimentele gegevens blijkt dat de aanwezigheid van de VLV’s uitdooft. De aanvrager ziet daarom
geen reden om de in vitro werkzaamheden met VEEV-VRP’s met structurele genen van BLV of FeLV
op een hoger inperkingsniveau in te schalen dan al was vergund, namelijk op ML-1. Daarbij stelt ze als
aanvullende maatregelen voor: het dragen van handschoenen tijdens de werkzaamheden en het uitvoeren
van open handelingen in een veiligheidskabinet klasse II.

Gezien de sterke attenuering van de infectieuze VLV’s, stemt de COGEM in met inschaling van in vitro
werkzaamheden met VEEV-VRP’s met structurele genen van BLV of FeLV op ML-I. De COGEM
merkt op dat er een noodzaak is om aanvullende maatregelen te nemen (het dragen van handschoenen
en het uitvoeren van open handelingen in een veiligheidskabinet klasse I1) vanwege Arbo-risico’s door
de aanwezigheid van hoge concentraties van VRP’s, bijvoorbeeld na het vriesdrogen van preparaten.
Daarom stemt de COGEM in met de aanvullende maatregelen zoals voorgesteld door de aanvrager. Met
betrekking tot de vraag of VLV’s uitsluitend als Arbo-risico gezien worden, verwijst zij naar paragraaf
6.4.

De COGEM merkt op dat bij de overlegde experimenten, alleen het envelopgen als transgen is gebruikt
in de VEEV-VRP’s, terwijl in de aanvraag de structurele genen van BLV en FeLV niet gespecificeerd
worden. De attenuering van de gevormde VLV’s is mogelijk anders indien naast het Env-gen ook één
of meerdere andere structurele genen in het repliconsysteem aanwezig zijn, zoals bijvoorbeeld het gen
coderend voor het Gag-eiwit. De COGEM is van oordeel dat dergelijke VEEV-VRP’s niet voor
omlaagschaling naar ML-I in aanmerking komen.

6.3 Inschaling van dierproeven met VEEV-VRP’s met structurele genen van BLV of FeLV

Verschillende proefdieren (geiten, runderen, schapen, katten, fretten, paarden, hamsters, cavia’s en
konijnen) zullen gevaccineerd worden met de VEEV-VRPs met BLV/FeLV donorsequenties. De
aanvrager stelt dat nog onbekend is of de infectieuze VLV’s zich in een gevaccineerd dier daadwerkelijk
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kunnen verspreiden van cel naar cel, of de VLV’s uitgescheiden worden in gevaccineerde dieren, en of
de VLV’s overgedragen kunnen worden van dier naar dier. Om die reden stelt de aanvrager voor om de
proefdieren te hanteren op inperkingsniveau DM-I en niet na 14 dagen over te plaatsten naar
inperkingsniveau D-I. De “challenge’ met wildtype virus zal dus eveneens plaatsvinden op DM-I.

Bij de vaccinatie van dieren met de VEEV-VRP’s met structurele genen van BLV of FelLV, is niet
uitgesloten dat ook infectieuze VLV’s aan de dieren zullen worden toegediend. Op dit moment zijn er
geen gegevens over de verspreiding van dergelijke VLV’s binnen dieren, noch zijn er gegevens over
uitscheiding van VVLV’s of verspreiding van VLV’s naar andere dieren of de mens beschikbaar. Op basis
van celkweekresultaten, is het aannemelijk dat de toegediende VLV’s spreiden naar andere cellen binnen
de dieren, maar dat dit effect zal uitdoven. De COGEM acht het onwaarschijnlijk dat dieren na vaccinatie
VLV’s zullen uitscheiden of verspreiden, mede vanwege de immuunrespons die op zal treden na
toediening van de VLV’s, echter kan zij op dit moment ook niet uitsluiten dat uitscheiding of
verspreiding plaatsvindt. Zoals eerder aangegeven zijn de VLV’s sterk geattenueerd. De COGEM is
derhalve van oordeel dat bij het uitvoeren van handelingen met VEEV-VRP’s met structurele genen van
BLV of FeLV in proefdieren op DM-I, de kans op verspreiding naar het milieu verwaarloosbaar klein
is. Eender aan de in vitro werkzaamheden, adviseert zij ook voor de in vivo handelingen op DM-1 dat
bij gebruik van het retrovirale env-gen in de VRP’s niet tegelijkertijd andere structurele genen (zoals
gag) aanwezig mogen zijn.

De COGEM is gevraagd of de voorwaarden die gesteld worden voor “‘challenge’-proeven met wildtype
virus op D-I, tevens opgenomen dienen te worden indien deze proeven op DM-I worden uitgevoerd.
Ook is gevraagd of de aanwezigheid van infectieuze VLV’s hierop van invloed is. Het betreft de
volgende voorwaarden:

- Het aantal toe te dienen partikels bedraagt ten hoogste 2x10° partikels per dier;

- De dieren zijn intramusculair, subcutaan dan wel intradermaal geinoculeerd;

- De dieren zijn na inoculatie met de VEEV replicons minimaal 14 dagen op DM-I gehuisvest.

De COGEM is van oordeel dat deze voorwaarden niet opgenomen hoeven te worden als de dieren op
DM-I1 gehuisvest blijven en de ‘challenge’” met wildtype virus op DM-1 wordt uitgevoerd.

6.4 Zijn VLV’s uitsluitend een Arbo-risico?

Zoals hierboven beschreven, zijn de gevormde infectieuze VLV’s bij gebruik van VEEV-BVL/FeLV-
Env VRP’s sterk geattenueerd en kunnen ze zich slechts zeer beperkt verspreiden naar andere cellen.
Hoewel het niet aannemelijk is dat de VLV’s binnen en tussen dieren en tussen mens en dier kunnen
verspreiden, zijn hierover geen gegevens bekend op basis waarvan geconcludeerd kan worden dat de
kans op het voorkomen van de beschreven scenario’s verwaarloosbaar klein is. Tevens is onduidelijk
hoe gevormde VLV’s bij werkzaamheden met VEEV-VRP’s die meerdere structurele genen van BLV
of FeLV bevatten, zich gedragen. De COGEM onthoudt zich derhalve van een uitspraak of infectieuze
VLV’s uitsluitend als een Arbo-risico gezien kunnen worden, tot er meer experimentele gegevens
beschikbaar zijn over de overdracht en verspreiding van infectieuze VLV’s.
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7. Conclusie

Concluderend stemt de COGEM in met een inschaling van de in vitro werkzaamheden op ML-I, met
inachtneming van de door de aanvrager voorgestelde voorschriften (dragen van handschoenen tijdens
de werkzaamheden, en open handelingen uitvoeren in een VK-II). Tevens kan zij instemmen met de
voorgenomen werkzaamheden in proefdieren op DM-I. Als voorwaarde hierbij adviseert zij dat bij
gebruik van het retrovirale env-gen in de VRP’s, niet tegelijkertijd één of meerdere andere structurele

genen (zoals gag) aanwezig mogen zijn.

De COGEM is van oordeel dat op de genoemde inperkingsniveaus en met de voorgestelde
beschermingsmaatregelen, de risico’s voor mens en milieu van de voorgenomen werkzaamheden

verwaarloosbaar klein zijn.
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