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De introductie van genetisch gemodificeerde organismen (GGO’s) in het milieu is 
op Europees niveau strikt geregeld door Richtlijn 2001/18/EC, en op Belgisch 
niveau door een Koninklijk Besluit tot van 21 februari 2005 “reglementering van de 
doelbewuste introductie in het leefmilieu evenals van het in de handel brengen van 
GGO’s of producten die GGO’s bevatten". 
 
Teneinde het veilige gebruik van GGO’s te garanderen bepalen de voorzieningen van 
bovengenoemd Koninklijk Besluit dat de introductie van GGO’s voor experimentele 
doeleinden verboden is zonder voorafgaande toestemming van de bevoegde 
Minister. De beslissing is gebaseerd op een grondige analyse van de bioveiligheid 
van de geplande introductie, welke wordt uitgevoerd door de Adviesraad voor 
Bioveiligheid, die bestaat uit verschillende Wetenschappelijke Comités, waarin 
onafhankelijke experts van Belgische Universiteiten en overheidsinstellingen zijn 
samengebracht. 
 
Om de benodigde toestemming van de bevoegde minister te verkrijgen heeft het 
bedrijf LABORATORIOS HIPRA, S.A. een aanvraag ingediend bij de bevoegde 
autoriteit. Op basis van het advies van de Adviesraad voor de Bioveiligheid zou de 
bevoegde minister het bedrijf LABORATORIOS HIPRA, S.A. toestemming kunnen 
geven om experimenten uit te voeren met Actinobacillus pleuropneumoniae, een 
genetisch gemodificeerd levend vaccin, zoals is aangeven in de aanvraag welke in 
behandeling is. 
 
De introductie zal plaatsvinden op verschillende locaties in Vlaanderen. 
 
Verwacht wordt dat kan worden gestart binnen 3 maanden vanaf het verkrijgen van 
de vergunning voor introductie.
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ALGEMENE INFORMATIE 
 
Beschrijving van het genetisch gemodificeerd micro-organisme (GGO) 
De stam HP-3276 die onderdeel uitmaakt van het vaccin PB-116, is een 
gemodificeerde levende Actinobacillus pleuropneumoniae stam. Actinobacillus 
pleuropneumoniae (hierna “App”) is een gramnegatieve bacterie die 
pleuropneumonie bij varkens veroorzaakt, een wereldwijd verspreide besmettelijke 
ziekte die verantwoordelijk is voor aanzienlijke financiële verliezen in de 
varkensindustrie. 
De stam HP-3276 wordt gekenmerkt door modificatie van specifieke genetische 
sequenties die overeenkomen met virulentiefactoren van App. Deze resulteren in een 
App-stam met verminderde giftigheid, terwijl het vermogen tot immunoprotectie 
onveranderd blijft. De stam HP-3276 heeft geen pathogene activiteit en vormt een 
geattenueerde stam in vergelijking met de pathogene eigenschappen van de 
ouderstam. Daarom is het geschikt voor de ontwikkeling van een levend geattenueerd 
vaccin tegen pleuropneumonie bij varkens. 
 
Het vaccin PB-116 is bedoeld voor gebruik bij varkens van acht weken oud en het 
vaccinatieprogramma bevat een tweede dosis welke 3 weken daarna zal worden 
toegediend. 
 
Type en doel van de beoogde proef 
Nadat de veiligheid en werkzaamheid van het vaccin bij varkens onder 
laboratoriumcondities is bevestigd, heeft de veldstudie ten doel de veiligheid en 
werkzaamheid van het vaccin in het veld te analyseren, zoals de EU-wetgeving 
vereist. 
Dit wordt een multicentrische studie waarbij varkens van meerdere boerderijen in 
Vlaanderen intramusculair met het proefvaccin worden gevaccineerd, volgens het 
vaccinatieprogramma dat voor het product wordt voorgesteld. Behalve de varkens die 
met PB-116 worden gevaccineerd, beschikt elke boerderij over een niet-
gevaccineerde controlegroep varkens. 
Op de geselecteerde boerderijen is voor de studie pneumonie uitgebroken, welke was 
veroorzaakt door Actinobacillus pleuropneumoniae. 
Veiligheidparameters zoals algemene reacties of bezwarende voorvallen worden na 
elke vaccinatie en gedurende de gehele studie bewaakt. Tijdens de studie worden op 
verschillende momenten ook lokale reacties geëvalueerd.  
De werkzaamheid wordt voornamelijk geconcentreerd op klinisch signalen en sterfte. 
De klinische proef zal door dierenartsen worden bewaakt. 
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RESEARCH-/ONTWIKKELINGSACTIVITEITEN 
 
Voorafgaande ontwikkelingsactiviteiten: 
 
Veiligheid van het doeldier 
De veiligheid van het vaccin is bevestigd door middel van meerdere 
laboratoriumstudies, waarin een overdosis, de toediening van een herhaalde dosis, de 
verspreiding van de vaccinstam van gevaccineerde naar niet-gevaccineerde varkens 
en terugkeer tot virulentie werden geanalyseerd. 
 
a) Toediening van een overdosis, één enkele dosis, een herhaalde dosis en 
verspreiding van Actinobacillus pleuropneumoniae levend vaccin PB-116 stam. 
 
De doelstellingen van deze studie waren de evaluatie van de veiligheid van de 
toediening van een overdosis, één enkele dosis en een herhaalde dosis van het PB-
116 vaccin en eveneens de evaluatie van de transmissie van gevaccineerde op niet-
gevaccineerde dieren. 
 
Eerst is een groep varkens gevaccineerd met een overdosis van het vaccin gevolgd 
door de toediening van nog eens 2 enkele dosissen. Een andere groep is gevaccineerd 
volgens het basisvaccinatieprogramma (2 dosissen met drie weken tussen elke 
toediening). 
 
De verkregen resultaten lieten zien dat zich na vaccinatie een tijdelijke verhoging van 
de rectale temperatuur kan voordoen. In de meeste gevallen is deze 
temperatuurverhoging minder dan 1.5ºC en verdwijnt deze altijd spontaan na 24 uur. 
Bovendien waren er geen klinische signalen met betrekking tot de vaccinatie van de 
gebruikte varkens. Deze resultaten bevestigen de veiligheid van PB-116, zelfs 
wanneer een overdosis en een herhaalde dosis worden toegediend.  
De resultaten bevestigden eveneens dat de vaccinstam zich niet verspreidt van 
gevaccineerde naar niet-gevaccineerde dieren. 
 
 
b) Verspreiding van het Actinobacillus pleuropneumoniae HP-3276 stam in 
gevaccineerd dieren na intramusculaire toediening. 
 
In deze studie werd de verspreiding van het Actinobacillus pleuropneumoniae HP-
3276 vaccinstam in dieren die intramusculaire waren gevaccineerd, geanalyseerd. 
 
Voor de studie werden twintig acht weken oude varkens van de minimumleeftijd 
aanbevolen in de ‘Samenvatting van productkenmerken’ (8 weken oud) gebruikt. 
Alle dieren kregen één dosis van het vaccin intramusculair toegediend. 
Na vaccinatie werd de verspreiding van het App HP-3276 vaccinstam in de 
dierenlichamen geanalyseerd met vooraf bepaalde intervallen. Verschillende 
weefselmonsters werden onderzocht om te constateren of de vaccinstam aanwezig 
was. Monsters van de lichaamssecreties werden eveneens met hetzelfde doel 
geanalyseerd.  
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Uit de resultaten die in deze studie worden gepresenteerd kan worden geconcludeerd 
dat de verspreiding van HP-3276 vaccinstam erg zwak is en zich exact bevindt in 
tonsil- en inoculatieknooppunten tijdens de vierde week na vaccinatie. Daarom is de 
vaccinstam slechts in enkele monsters waargenomen en met zo’n lage frequentie dat 
verspreiding van het Actinobacillus pleuropneumoniae vaccinstam HP-3276, na 
intramusculaire toediening ervan, als nagenoeg te verwaarlozen kan worden 
beschouwd. 
 
 
c) Verspreiding van het Actinobacillus pleuropneumoniae HP-3276 stam in 
gevaccineerd dieren na intranasale toediening. 
 
Deze studie werd uitgevoerd om de verspreiding van de Actinobacillus 
pleuropneumoniae HP-3276 vaccinstam in gevaccineerde varkens na intranasale 
toediening te evalueren en van deze gevaccineerde dieren weefselmonsters te 
verkrijgen als eerste passagemonsters om deze later te gebruiken in de test van de 
terugkeer tot virulentie. 
 
De intranasale weg werd geanalyseerd, omdat dit de natuurlijke weg is waarlangs 
micro-organismen het lichaam kunnen binnengaan en het zou dus de meest 
waarschijnlijke weg zijn die zou leiden tot terugkeer tot virulentie.  
 
Voor de studie werden 5 groepen van twee acht weken oude varkens elk 
gevaccineerd met de uitgangsstam van de App vaccinstam HP-3276. Alle dieren 
kregen een tienvoudige overdosis.  
De doelstelling van het eerste deel van deze studie was een analyse van de meest 
waarschijnlijke periode en organen van waaruit de vaccinstam na intranasale 
toediening zou kunnen worden teruggewonnen. Met dit doel werd op vooraf 
bepaalde intervallen sectie op de dieren en de verzameling monsters verricht.  
Bovendien werden algemene klinische signalen vastgelegd, evenals 
lichaamstemperatuur voor vaccinatie, 4 uur daarna en dagelijks gedurende de 
bestudeerde tijd om de veiligheid van de vaccinstam te kunnen analyseren. 
 
Geen relevante klinische signalen werden waargenomen gedurende de gehele 
bestudeerde periode, hoewel één dier van groep 1 koorts en lichte dyspnoe vertoonde 
4 uur na vaccinatie. Hoewel de symptomatologie in dit dier 1 dag na vaccinatie niet 
langer werd waargenomen, hebben we het laten inslapen en bij sectie werd bevestigd 
dat geen App laesies werden waargenomen.  
 
Met betrekking tot de verspreiding van de vaccinstam kwamen de resultaten van deze 
studie overeen met die welke uit de vorige waren verkregen, aangezien in beide 
gevallen, zowel via intranasale als intramusculaire weg, verspreiding van de 
vaccinstam erg zwak was.  
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Met betrekking tot het andere doel van deze studie werden drie positieve monsters tot 
HP-3276 stam verkregen en een aantal van deze monsters is later gebruikt om de 
bestudering van terugkeer tot virulentie voort te zetten.  
Bovendien stellen de verkregen resultaten ons in staat om de conclusie te trekken dat 
de vaccinstam, indien deze intranasaal wordt toegediend, kan worden teruggewonnen 
uit de tonsillen en neus- en speekselklieren tijdens een periode van minder dan 3 
dagen na vaccinatie. Deze informatie werd betrokken bij de voorbereiding van de 
studie van terugkeer tot virulentie. 
 
 
d) Studie van terugkeer tot virulentie van de HP-3276 Actinobacillus 
pleuropneumoniae vaccinstam. 
 
Het doel van deze studie was het onderzoek naar mogelijke terugkeer tot of toename 
in virulentie van de App vaccinstam HP-3276 na meerder passages in doeldieren. 
In deze studie werden drie dieren per groep gebruikt. Slechts vier groepen waren 
nodig, omdat de vaccinstam verder niet was teruggewonnen. De gebruikte dieren 
hadden de minimumleeftijd welke is aanbevolen in de ‘Samenvatting van 
productkenmerken’ (8 weken). 
Gebruikt werd gemaakt van de vaccinstam die uit de vorige studie was herwonnen. 
Desondanks werd de eerste passage verkregen uit monsters van dieren die waren 
gevaccineerd via intranasale weg met een tienvoudige overdosis van de 
uitgangsstam. Bij de volgende passages moeten vaccinaties via intranasale route 
worden uitgevoerd en moeten uitstrijkmonsters van tonsillen en neus- en 
speekselklieren van deze organen worden genomen 1 tot 3 dagen na vaccinatie. 
Sectie moet 3 dagen na vaccinatie worden uitgevoerd en ook dienen weefselmonsters 
te worden genomen. 
De aanwezigheid van de vaccinstam in neus- en speekselklieren (spuug) en 
tonsilmonsters werd geanalyseerd door middel van een kweek van uitstrijkmonsters 
op verschillende middeldikke platen, gevolgd door PCR om de vaccinstam te 
identificeren.  
In geval van herwinning zou het herwonnen materiaal na iedere passage worden 
gebruikt als inoculum voor de volgende passage en dit werd ook via intranasale weg 
toegediend. 
 
Passages dienden te worden ondernomen zolang de vaccinstam geïsoleerd was. 
Indien er geen herwinning was, diende een herbevestiging te worden uitgevoerd door 
de laatste herwonnen passage aan 11 dieren toe te dienen. 
Bovendien moesten algemene klinische signalen en lichaamstemperatuur worden 
vastgelegd voor elke vaccinatie, 4 uur daarna en dagelijks gedurende de bestudeerde 
periode teneinde de veiligheid van de vaccinstam te analyseren. Bij sectie werden bij 
alle dieren longlaesies geanalyseerd. 
 
De vaccinstam kon na inoculatie van de eerste passage naar dieren van groep B3 niet 
worden herwonnen, dus werd de test met 11 dieren (groep B11) herhaald. Het 
experiment werd op dit punt als afgerond beschouwd, aangezien na inoculatie van de 
eerste passage in groep B11 hetzelfde resultaat werd verkregen.  
De verkregen resultaten laten zien dat in geen van de dieren van beide groepen (B3 
en B11) koorts of klinische symptomatologie na toediening van de herwonnen 
passage 1 werd waargenomen. Bovendien waren in de longen van geen van de dieren 
van alle groepen de typische App laesies aanwezig.
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Daarbij komt dat de onmogelijkheid om de vaccinstam te herwinnen uit geen van de 
geteste organen of lichaamsvloeistoffen van de dieren waarbij inoculatie met de 
eerste passage had plaatsgevonden, aangeeft dat de transmissie van de vaccinstam 
van gevaccineerde op niet-gevaccineerde dieren beperkt is en de waarschijnlijkheid 
van terugkeer tot virulentie als nihil wordt beschouwd. De algehele resultaten 
betreffende rectale temperaturen, klinisch signalen, longonderzoeken en herwinning 
van vaccinstam recovery verkregen in dieren met inoculatie met de eerste passage, 
stellen ons in staat te bevestigen dat de vaccinstam HP-3276 geen toename of 
terugkeer tot virulentie vertoont. 
 
 
Evaluatie van de werkzaamheid onder laboratoriumcondities 
Tot op heden is de volgende laboratoriumtest op de werkzaamheid of PB-116 
uitgevoerd. 
 
Bestudering van de werkzaamheid van het PB-116 bacterieel levend vaccin tegen 
infectie met Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 2. 
 
Het doel van deze studie was de werkzaamheid aan te tonen van het vaccinatieplan 
van het PB-116 vaccin tegen pleuropneumonie veroorzaakt door Actinobacillus 
pleuropneumoniae serotype 2. Er werden in totaal 30 acht weken oude varkens 
gebruikt. 
 
De helft van de dieren werd via intramusculaire weg gevaccineerd volgens het 
vaccinatieplan. De andere groep van 15 dieren kreeg steriele PBS toegediend en 
functioneerde als controlegroep. Na elke vaccinatie werden de varkens gedurende 21 
dagen geobserveerd. 
Drie weken na de laatste vaccinatie werd aan alle varkens bij wijze van 
proefbesmetting via intranasale weg een passende hoeveelheid Actinobacillus 
pleuropneumoniae serotype 2 stam toegediend, virulent genoeg om de typische 
signalen van de ziekte te doen ontstaan. 
 
Na de proefbesmetting werden de dieren gedurende 7 dagen geobserveerd en elke 
dag werden algemene klinische signalen vastgelegd. Ernstig zieke controledieren 
werden afgemaakt om onnodig lijden te voorkomen. Aan het eind van de 
observatieperiode lieten we alle overlevende dieren inslapen en werd een postmortaal 
onderzoek van de longen verricht. 
De parameters om de werkzaamheid van het vaccin te analyseren waren de reductie 
in longlaesies, klinische signalen en sterfte in de gevaccineerde groep in vergelijking 
met de niet-gevaccineerd groep. 
 
Met betrekking tot de veiligheidsgegevens die uit deze studie zijn verkregen kan, 
zoals eerder opgemerkt bij de veiligheidtests, na vaccinatie een lichte verhoging van 
de rectale temperatuur worden waargenomen, maar deze tijdelijke stijgingen 
verdwenen altijd spontaan en zonder behandeling binnen 24 uur. Verder veroorzaakte 
de toediening van twee dosissen van PB-116 vaccin slechts een lichte ontsteking op 
de inoculatieplek bij zeer weinig dieren, welke binnen 24 uur verdween. Wat betreft 
systemische reacties vertoonden enkele dieren enige prostratie tussen 4 en 6 uur na 
vaccinatie, welke 24 uur na de toediening van PB-116 niet meer werd waargenomen.



 

Pagina 9 van 24 

Klinische signalen na proefbesmetting waren duidelijk milder in de gevaccineerd 
groep in vergelijking met de controlegroep, waarin alle dieren duidelijk waren 
aangetast. Hetzelfde patroon werd waargenomen met betrekking tot longlaesies bij 
het postmortale onderzoek. Bovendien vond sterfte alleen plaats in de niet-
gevaccineerde groep. 
 
Daarom verschilde de gevaccineerde groep significant van de niet-gevaccineerde 
groep als het gaat om sterfgevallen en aantallen longlaesies. Deze resultaten laten het 
beschermende effect zien van het PB-116 vaccin tegen pleuropneumonie bij varkens 
veroorzaakt door Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 2. 
 
 
Kennis en ervaring opgedaan in voorgaande ontwikkelingsactiviteiten 
De Actinobacillus pleuropneumoniae HP-3276 stam is gebruikt voor studies in 
besloten omstandigheden om de werkzaamheid en veiligheid ervan als vaccin voor 
varkens te analyseren. De resultaten van deze experimenten zijn samengevat in de 
vorige paragrafen. In het kort komt het erop neer dat geconstateerd werd dat de 
gemodificeerde stam in staat is bescherming te bieden tegen virulente Actinobacillus 
pleuropneumoniae infecties, terwijl bevestiging werd gevonden voor de veiligheid 
van een overdosis en van herhaalde toediening van één enkele dosis van het vaccin, 
een zeer beperkt vermogen voor transmissie van de levend vaccinstam van 
gevaccineerde op niet-gevaccineerde dieren, een zeer lage verspreiding van de stam 
in de gevaccineerde dieren en de constatering dat de vaccinstam niet terugkeert tot 
virulentie. 
 
 
Toekomstige activiteiten 
De geplande test houdt in een doelbewuste introductie van de vaccinstam door 
intramusculaire inoculatie bij mestvarkens van verscheiden boerderijen, in het 
bijzonder in gebouwen met geschikte isolatiemiddelen. Intramusculaire toediening is 
de gebruikelijke vaccinatievorm bij varkens. Het is ook de methode die gebruikt 
wordt bij gecontroleerde laboratoriumproeven (veiligheid- en werkzaamheidsproeven 
zijn hierboven beschreven.) 
 
Het doel van doelbewuste introductie is een bevestiging van de veiligheid (ontbreken 
van schadelijke bijeffecten) en werkzaamheid (bescherming van dieren die zijn 
gevaccineerd tegen pleuropneumonie bij varkens) van de Actinobacillus 
pleuropneumoniae stam HP-3276 (zie gedetailleerd protocol bij het Klinische proef 
protocol , referentie CD-2008-CB-003). 
 
Deze studie betekent een stap vooruit in de ontwikkeling van dit vaccin. Uiteindelijk, 
wanneer alle gegevens verzameld zijn, zal bij de Europese autoriteiten een 
vergunning tot het op de markt brengen van het vaccin worden aangevraagd. 
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VOORDELEN 
 
Verschillende benaderingen werden verworpen tijdens de ontwikkeling van het 
product PB-116 tot het verkrijgen van een levend vaccin dat met succes de vereiste 
reactie oproept tegen de infectie met een minimum aan schadelijke effecten. Zoals is 
aangetoond door de beschikbare werkzaamheidsgegevens, betekent de toediening 
van het vaccin volgens de aanbevolen gebruiksaanwijzingen een belangrijke 
vermindering van de klinisch signalen, longlaesies en sterfte bij gevaccineerde 
varkens. 
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RISICO’S 
 
Drie aspecten dienen te worden onderzocht bij een analyse van het gebruiksrisico van 
een vaccin: veiligheid voor het milieu en het dier en de openbare veiligheid. 
 
Impact van het gebruik van PB-116 op het milieu 
In geval van onregelmatig gebruik van het PB-116 vaccin zou het enige ingrediënt 
dat milieuproblemen kan veroorzaken de actieve component van het vaccin zijn, de 
HP-3276 stam van Actinobacillus pleuropneumoniae. De mogelijkheid dat sprake is 
van blootstelling in het milieu, is te verwaarlozen indien men de volgende factoren in 
aanmerking neemt: 
 
A - De aanbevolen intramusculaire wijze van toediening voorkomt verspreiding van 
het vaccin onmiddellijk na toediening, welke niet plaatsvindt bij andere wijzen van 
toediening zoals de intranasale toediening of verneveling, welke een risico voor 
andere diersoorten kunnen vormen door de onvermijdelijke verspreiding. 
B – Door de lage persistentie van stam HP-3276 bij gevaccineerde dieren kan het 
slechts zelden worden geïsoleerd uit gevaccineerde dieren. Dus verspreiding via de 
intramusculaire weg kan feitelijk als nihil worden beschouwd. 
C - Hoewel de vaccinstam een paar dagen kan standhouden bij gevaccineerde 
varkens, bestaat er geen mogelijkheid voor transmissie op andere varkens die in 
contact komen met voornoemde varkens, aangezien het zich niet verspreidt tot niet-
gevaccineerde varkens (controledieren) die in contact komen met gevaccineerde 
varkens. Dit geeft verder aan dat, indien de inoculatie correct is verricht, er geen 
sprake kan zijn van verspreiding van het antigen in het milieu. Tenslotte is het risico 
van transmissie op andere diersoorten eveneens erg laag zolang het vaccin wordt 
gehanteerd overeenkomstig de aanbevelingen vervat in de ‘Samenvatting van 
productkenmerken’. 
 
 
Mogelijkheid dat de HP-3276 vaccinstam de pathogenese van andere ziektes bij dier 
en mens beïnvloedt.  
Het PB-116 vaccin zou geen enkel probleem moeten vormen bij soorten andere dan 
de doelsoorten, zolang de instructies die bij de verpakking zijn gevoegd, worden 
opgevolgd, terwijl, zoals hierboven vermeld, de enige transmissiemogelijkheid is die 
door onvoorziene inoculatie. 
 
In geval van onvoorziene introductie van de vaccinstam HP-3276 in het milieu zou 
het noodzakelijk zijn te discussiëren over de mogelijkheid of deze stam ziekte 
veroorzaakt bij andere diersoorten en mensen. 
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De kans dat de stam betrokken raakt bij de pathogenese van een menselijke ziekte is 
non-existent. Men gaat er van uit dat de mens niet vatbaar is voor infectie met 
Actinobacillus pleuropneumoniae. Infectie is niet aangetoond noch door virusisolatie 
noch door serologie in verdachte gevallen. Kortom, tot op heden is niet aangetoond 
dat menselijke wezens gastheer zijn voor Actinobacillus pleuropneumoniae, en dus 
zou de HP-3276 stam welke gebruikt wordt in de bereiding van PB-116, niet 
pathogeen voor mensen zijn. 
 
Wat betreft de mogelijkheid dat het vaccinvirus van invloed is op de pathogenese van 
dierziekten, hoewel het organisme is verspreid over vijf werelddelen, is het aantal 
gastheren beperkt: seroconversie is niet aangetoond bij geen enkel in het wild 
levende soort en klinisch signalen zijn alleen bij varkens opgemerkt; daarom ligt het 
niet in de verwachting dat de HP-3276 stam enige klinische symptomen bij andere 
dieren behalve varkens zou veroorzaken. 
 
Aan de andere kant is blootstelling van andere soorten door een andere oorzaak dan 
het gebruik van besmette naalden hoogst onwaarschijnlijk, aangezien de vaccinstam 
niet zich niet verspreidt. 
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MAATREGELEN TEN AANZIEN VAN BEHEERSING, 
CONTROLE EN BEWAKING 
 
Controle van de verspreiding van GGO en gen 
Op basis van de gegevens van de uitgevoerde studies kan worden gesteld dat de 
mogelijkheid van verspreiding in het milieu van de vaccinstam HP-3276 te 
verwaarlozen is, mits de persoon die het vaccin toedient de instructies en 
voorzorgsmaatregelen die zijn gespecificeerd in de folder bij de verpakking in acht 
neemt, en zelfs in geval van onbedoelde blootstelling, zou het zeer onwaarschijnlijk 
zijn dat het in het milieu terecht komt, aangezien de stam zich niet verspreidt.  
 
 
Genetische stabiliteit van het GGO 
De genetische stabiliteit van de HP-3276 stam is getest door het uitvoeren van 5 
seriële subculturen in een specifiek medium en extractie van genetisch materiaal bij 
elke passage. Vervolgens werd differentiële PCR-techniek gebruik om te ontdekken 
of sprake was van een terugkeer naar het originele genotype bij een van de passages. 
 
Identificatie van het recombinante gen vindt plaats door middel van een PCR- reactie 
die een fragment van de mutante versie van een van de genen die aanwezig is in de 
gemodificeerde stam vergroot. Alle passages vertonen de vergroting van een 
fragment dat overeenkomt met het fragment van de mutante versie van het gen dat 
aanwezig is in de gemodificeerde stam, waardoor de genetische stabiliteit ervan is 
aangetoond. 
 
Bovendien bevestigde de identificatie van de vaccinstam na de eerste passage die 
werd uitgevoerd in de studie van terugkeer tot virulentie ook de genetische stabiliteit 
van de vaccinstam. 
 
Genetische recombinatie is een fenomeen dat in de natuur spontaan kan ontstaan 
tussen virulente veldstammen en tussen veldstammen en vaccinstammen. Terwijl 
melding is gemaakt van recombinatie tussen virale stammen op varkensboerderijen 
onder natuurlijk omstandigheden, is in geen van de gevallen spontane genetische 
recombinatie tussen bacteriën of tussen bacteriën en virussen aangetoond. 
 
Met betrekking tot de stam waarmee wij ons bezighouden, ligt recombinatie met 
andere stammen niet in de lijn der verwachting gezien de korte persistentie van de 
stam in gevaccineerde varkens en de onmogelijkheid te worden geïsoleerd van de 
eerste uitgevoerde passage. 
 
Voor het geval dat spontane genetische recombinatie tussen twee bacteriële stammen 
zou plaatsvinden, is het echter essentieel dat hetzelfde doelweefsel gelijktijdig 
geïnfecteerd werd door twee verschillende stammen, onafhankelijk van de vraag of 
het geattenueerde of virulente stammen betreft.
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In geval van vaccinatie met een vaccinstam is het onmogelijk te constateren of een 
dier daarvoor latent was geïnfecteerd met een virulente stam. Om dit te kunnen 
constateren zou het noodzakelijk zijn om alle varkens van één boerderij voor enige 
tijd een immunosuppresieve behandeling te laten ondergaan en zelfs dan zou het in 
de meeste gevallen niet mogelijk zijn dit te ontdekken. Vandaar dat er altijd het risico 
bestaat dat een varken dat latent is geïnfecteerd wordt gevaccineerd, ongeacht het 
gebruikte vaccin.  
  
Desondanks hebben enkele auteurs, zoals Henderson et al., 1991, opgemerkt dat, “De 
recombinanten die worden verkregen door recombinatie van vaccinstammen met 
virulente stammen niet virulenter lijken te zijn dan veldstammen of dan de ouderstam 
waaruit de recombinant is voortgekomen, want zij behouden de werkzame kopieën 
van alle bekende virulentiegenen”. “Daarom”, vervolgen de auteurs, “Brengt 
recombinatie geen supervirulente stammen voort”. 
Met betrekking tot de mogelijkheid van een genetisch recombinaties tussen 
vaccinstammen en virulente veldstammen in dieren met immunosuppressie zijn 
momenteel in de wereldliteratuur geen gegevens beschikbaar. We begrijpen echter 
dat genetische recombinatie in elk van de gevallen kan voorkomen, zowel in gezonde 
dieren als in dieren met immunodeficiëntie en dat, hoewel immunosuppressie van 
dieren kan fungeren als een factor die de replicatie van bacteriën in de doelweefsels 
van het dier vergemakkelijkt, het - in ieder geval - de mogelijkheid van recombinatie 
bevordert of vermindert, aangezien de twee fenomenen onderling afhankelijk zijn.  
 
Daarom kan de mogelijkheid van genetische recombinatie van de vaccinstam HP-
3276 met andere stammen als te verwaarlozen worden beschouwd. 
 
Tenslotte, indien zich ondanks alle factoren een spontane recombinatie voordoet, is 
het onwaarschijnlijk dat de stam HP-3276 onverwachte eigenschappen laat zien, 
gezien het feit dat het geen genetische sequenties in zich heeft die door andere micro-
organismen zijn gedoneerd welke zouden kunnen leiden tot fenomenen van 
genetische recombinatie en uiting van onverwachte eigenschappen.  
 
 
Vernietiging van GGO controlemateriaal 
Glazen flacons, injectiespuiten, naalden, buisjes en ander materiaal dat in contact 
komt met het GGO wordt gesteriliseerd door verbranding op de boerderij zelf. 
 
 
Trainingsvereisten 
De dierenarts die het vaccin zal toedienen, heeft een rijke ervaring in het 
intramusculair vaccineren van varkens. Deze persoon zal worden getraind in het 
omgaan met het recombinant-vaccin en in het ontsmetten van de omgeving van de 
vaccinatie in geval van morsen van het vaccin.
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Noodsituaties 
1. Methodes en procedures voor het controleren van GGO’s in geval van 
onverwachte verspreiding. 
In het onwaarschijnlijke geval van ongecontroleerde verspreiding van GGO’s moeten 
alle dieren op de boerderij worden geslacht en alle gebouwen moeten worden 
gefumigeerd met een oplossing van 10% formaldehyde. Nieuwe dieren mogen pas 
tenminste 15 dagen na het spuiten worden toegelaten. 
 
2. Methodes voor ontsmetting van besmette gebieden, bij voorbeeld de verdelging 
van GGO’s. 
De geslachte dieren moeten door verbranding worden vernietigd. Een oplossing van 
10% formaldehyde (een chemisch middel dat geschikt is voor het inactiveren van het 
GGO) moet op de boerderij plaatselijk worden aangebracht. Ultraviolet licht van 
zonlicht zou bijdragen aan het onschadelijk maken van de vaccinstam vanwege de 
bacteriedodende eigenschappen van dit organisme. 
 
3. Methodes voor verwijdering of verwerking van planten, dieren, grond, etc., die 
zijn blootgesteld gedurende of na de verspreiding. 
De procedures die moeten worden gevolgd met betrekking tot dieren op de boerderij 
en de effecten van ultraviolet licht (zonlicht) garanderen dat het GGO op gepaste 
wijze wordt verwijderd, indien dit noodzakelijk zou zijn. 
 
4. Methodes van isolatie van het gebied dat getroffen is door de verspreiding. 
Door de kenmerken van de boerderijen en de eigenschap van slechte verspreiding 
van deze bacterie die intramusculair wordt toegediend, is isolering van het gebied 
vanaf het begin van de proef gegarandeerd. Om deze redenen wordt de 
isolatiemethode geschikt bevonden in geval van een onverwachte verspreiding. 
 
5. Plannen voor bescherming van de volksgezondheid en het milieu in geval van een 
ongewenst effect. 
Om de redenen die hierboven uiteen zijn gezet, in het bijzonder de afwezigheid van 
infectie door Actinobacillus pleuropneumoniae in de menselijke of andere soorten 
behalve varkens, en de beperkte persistentietijd van het GGO, wordt geen potentieel 
gevaar voor de mens of het milieu in het algemeen verwacht. Ondanks dat dit 
buitengewoon onwaarschijnlijk zou zijn, zouden de enige ongewenste effecten zich 
theoretisch kunnen voordoen in de doeldieren. In geval van een noodsituatie worden 
deze verwijderd. 
 
 
Overige maatregelen ter beheersing, control en bewaking 
Niet van toepassing. 
 
 
Verantwoordelijkheden van de kennisgever 
De toestemming die aan de kennisgever kan worden gegeven door de bevoegde 
Minister bepaalt dat de kennisgever volledig civiel aansprakelijk is met betrekking 
tot de schade die kan worden veroorzaakt bij doelbewuste introductie aan gezondheid 
van mens, dier en milieu.
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Inspectie door de overheid 
Inspecteurs zijn belast met de inspectie van de proeven met betrekking tot naleving 
van de voorwaarden die in de vergunning zijn beschreven en met onderzoek naar 
eventuele inbreuken op de vergunning. Indien wanbeheer of fraude wordt 
geconstateerd, zullen specifieke sancties worden opgelegd.  
 
 
Activiteitenrapport 
Aan het eind van de proef dient aan de bevoegde autoriteit een activiteitenrapport te 
worden overhandigd dat is opgesteld door de kennisgever. Dit activiteitenrapport 
omvat tenminste de volgende gegevens: 
 
- De locatie en periode van introductie. 
- De exacte aard van de daadwerkelijk geïntroduceerde GGOs. 
- De doelstelling van de proef. 
- De maatregelen die zijn genomen om ongewenste introductie van transgenetisch 

materiaal te voorkomen. 
- Indien van toepassing, de maatregelen die zijn genomen om het subject 

(patiënt/dier) te beschermen gedurende de toediening van het bestudeerde 
geneesmiddel dat GGO bevat. 

- Indien van toepassing, de maatregelen die zijn genomen om de familieleden van 
de behandelde patiënten te beschermen. 

- De maatregelen die zijn genomen om de werknemers te beschermen die het 
materiaal dat GGO bevatte moesten hanteren. 

- De methode die is gebruikt voor vernietiging van het gebruikte of besmette 
materiaal. 

- De resultaten die tijdens de proef zijn behaald. 
- Een overzicht van het bewaken van patiënt/dier met betrekking tot GGO 

verspreiding. 
- Een overzicht van het bewaken van GGO of recombinant DNA in het milieu. 
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CONTACT 
 
If you have any comment on the public dossier or our activities or wish to obtain 
additional information on the deliberate release, please contact us at the following 
address. 
 
LABORATORIOS HIPRA, S.A. Telephone No. +34 972430660 
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