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Ministério da Ciência e Tecnologia - MCT 

Comissão Técnica Nacional de Biossegurança - CTNBio
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PARECER TÉCNICO Nº  XXXX/2009

Processo nº: 01200.000396/2009-48
Requerente: Fort Dodge Saúde Animal Ltda. 

CNPJ: 43.5880.045/0001-31

Endereço: Fort Dodge Saúde Animal Ltda. Avenida Luiz Fernando Rodrigues, 1701. Vila Boa Vista. CEP 13064-798. Campinas – SP. Tel. (19) 3745-6061. Fax (19) 3745-6189.

Assunto: Solicitação de parecer sobre a biossegurança de organismo geneticamente modificado para atividades de importação, transporte, armazenamento e comercialização.
Extrato Prévio: 1751/2009, Publicado no D.O.U No. 39, 27 de fevereiro de 2009.
Reunião: 125ª Reunião ordinária, realizada em 16 de julho de 2009.
Decisão: ( x  ) DEFERIDO

 (   ) INDEFERIDO

 (    )DILIGENCIA

Ementa: A CTNBio, após apreciação do processo de solicitação de Parecer Técnico sobre a biossegurança de organismo geneticamente modificado da classe I de risco biológico para atividades de importação, transporte, armazenamento e comercialização e conclui pelo DEFERIMENTO nos termos deste parecer técnico. O Sr. Matusalém Pereira Santos, Presidente da Comissão Interna de Biossegurança da Empresa Fort Dodge Saúde Animal Ltda., solicita a CTNBio parecer técnico sobre a biossegurança de organismo geneticamente modificado para ser utilizado como vacina para aves. O pedido de parecer abrange as atividades importação, armazenamento e comercializado pela empresa no Brasil do produto denominado Poulvac E. coli– Vacina viva contra Escherichia coli. Este produto será importado pronto e acabado, sendo as etapas de produção, purificação e envase realizadas nos Estados Unidos (Iowa, EUA), pela empresa Fort Dodge Animal Health, e seu uso destina-se a aplicação em aves com quatro semanas de idade. A empresa encaminhou a documentação necessária pertinente a este pleito. No âmbito das competências conferidas pela Lei 11.105/05, e regulamentadas pelo Decreto-lei 5.591/2005, a Comissão considerou que os protocolos experimentais e as demais medidas de biossegurança propostas atendem às normas da CTNBio e à legislação pertinente que visam garantir a biossegurança do meio ambiente, agricultura, saúde humana e animal.
PARECER TÉCNICO

1) Fundamentação técnica

A colibacilose é uma das principais causas da morbidade e mortalidade em frangos e perus,causando um prejuízo econômico significativo à indústria avícola. A colibacilose de aves domésticas está associada ao patógeno aviário E.coli sendo a doença causada por um número limitado de sorotipos,a maioria predominantemente do tipo O78.Atualmente não existem no mercado vacinas vivas atenuadas contra E.coli para frangos. A vacina desenvolvida pela Fort Dodge Animal Health foi produzida  a partir da linhagem E.coli aro EC 34195 na qual o gene aro A está deletado. Mutantes nulos de aro A necessitam para seu crescimento de suplementos aromáticos como tirosina, fenilalanina, triptofano e PABA. A necessidade de PABA,um metabólito não encontrado em tecidos de vertebrados ,resulta numa atenuação do crescimento in vivo.

· Caracterização do OGM

O organismo parental utilizado foi a cepa E.coli EC34195,cepa selvagem isolada  de caso clínico de colibacilose aviário sendo uma cepa sorotipo O78.Esta cepa coloniza fígado,baço e cecos de pintos SPF tendo o seu padrão de sensibilidade antibiótica caracterizada.

A modificação genética do organismo receptor consistiu na deleção do gene aroA. Este gene codifica a enzima 5-shikimato-3-fosfato sintetase,uma enzima da via biossintética aromática comum. A perda deste gene resulta no requerimento de metabólitos aromáticos.

Para efetuar a deleção do gene foi utilizado um vetor intermediário produzido por PCR,digestão com enzimas de restrição e ligação a plasmídeo comercial seguido de transformação em células DH5( maxi-competentes para a construção da versão aro A a ser deletada..Esta versão foi retirada deste plasmídeo por digestão enzimática e clonada em vetor suicida também comercial e transformada em células K12 S17 ( competentes. Estas células foram então conjugadas com a cepa parental levando a deleção do gene aroA.

Desta forma a cepa OGM não recebeu nenhum gene marcador mas pode ser diferenciada da cepa parental por PCR e digestão por restrição porque o gene ao ser deletado ficou fora do frame de leitura passando a conter dois códons de parada além de dois sítios de restrição para Srf1 e BglII.

· Virulência da Semente mãe

a)Para o animal alvo

O organismo geneticamente modificado  foi desenvolvido para uso como vacina viva.Estudos de eficácia da vacina fabricada a partir da semente mãe foram conduzidos  usando pulverização em gotas grossas que mostrou uma dose imune mínima de 1.6x 106 UFC/dose. De acordo com isto foram conduzidos estudos de segurança do animal alvo. A semente mãe foi testada em frangos por administração por via oral ou pulverização com gotas grossas em um título real de 1.7x107 UFC por dose de ave. Os frangos foram observados por 21 dias. Não houve sinais clínicos de doença colibacilose nem nenhuma mortalidade.

Foi feito também estudo de reversão de virulência e verificou-se que após uma série de retropassagens (3) a vacina se torna avirulenta.Concluiu-se então que a cepa OGM não reverteu virulência após 3 passagens e não disseminou para aves controle.

Foram efetuadas necropsias pós 7 dias  de inoculação sendo coletados fígado,baço, coração e sacos de ar tanto de pintos inoculados como de controles.Nenhuma cepa OGM foi isolada dos controles. Um segundo experimento foi efetuado com necropsia pós-21 dias também sem sinais clínicos ou mortalidade, sendo que pós-necrópsia nenhuma cepa vacinal foi encontrada confirmando que o organismo semente mãe é avirulento em frangos.

b) Para animais não alvo

A virulência da semente mãe em camundongos foi testada por via intraperitonial de 1.5x107 UFC ou injeção intracerebral de 1.0x 106 UFC de E.coli aroA EC34195 para camundongos BalbC. Os camundongos inoculados não mostraram reações adversas após inoculação.

A virulência da semente mãe também foi testada em suínos por via oral de 3.55x 108 UFC não apresentando reações adversas durante 21 dias pós-inoculação.

A virulência em humanos não foi testada no entanto duas outras vacinas vivas atenuadas contra outras bactérias de aves construídas com a mesma lógica de deleção do gene aroA estão em uso no campo já a algum tempo sem descrição de eventos adversos.

· Estabilidade fenotípica/Potencial de recombinação

A cepa vacinal foi fenotipicamente caracterizada por microscópio eletrônico,soro aglutinação, motilidade, hemoaglutinação e morfologia das colônias não sendo evidenciada modificações após várias passagens.

A probabilidade de recombinação entre a cepa vacinal e bactérias do tipo selvagem é considerada muito baixa

 (da ordem de 10-13).

· Avaliação de risco à Saúde Humana e Animal

Os testes realizados em frangos, suínos e camundongos demonstram não haver risco à saúde animal. Em relação à saúde humana a exposição humana será limitada aos funcionários vacinadores de aves e a exposição será mínima já que a aplicação do jato será conduzida em vacinadoras fechadas (caixas acrílicas). Além disso, a replicação limitada da cepa vacinal em aves vacinadas e no meio ambiente e a ausência da detecção da cepa vacinal em contato com aves vizinhas indica um potencial limitado de espalhamento da vacina para o ambiente.

Um outro aspecto que garante a segurança para a saúde humana é o fato de que mesmo uma exposição acidental de humanos não causa maiores preocupações tendo em vista que a deleção do gene aroA existente na cepa vacinal garante  a replicação limitada nos tecidos de mamíferos devido ao requerimento de metabólitos aromáticos não existentes em tecidos humanos.

· Avaliação de risco ao Meio Ambiente

A vacina Poulvac E.coli foi construída a partir de cepa E.coli  presente no ambiente em que aves comerciais são criadas. A vacina OGM não contém nenhum novo material genético adicional em comparação com seu parente do tipo selvagem. Portanto a introdução desta vacina no ambiente não constitui a introdução de qualquer nova informação genética no meio ambiente.

A cepa vacinal somente persiste no meio ambiente por tempo limitado.Portanto mesmo no caso improvável de uma liberação acidental desse organismo,não se espera nenhum efeito adverso sobre o meio ambiente. 

2)Parecer

A solicitação é para liberação comercial da vacina viva atenuada Poulvac E.coli utilizada no controle da colibacilose em aves comerciais. A doença em questão causa sérios prejuízos a criação de aves e no momento não existe no mercado vacinas atenuadas para tratamento.

A vacina aqui proposta foi construída por engenharia genética deletando-se do genoma da E.coli patogênica o gene aroA tornando a cepa dependente de metabólitos aromáticos.

Esta estratégia utilizada é inteligente e elegante pois não manipula o genoma da cepa parental,sendo a deleção efetuada por recombinação (mecanismo natural entre bactérias).Com isto nada é introduzido no genoma da bactéria e o gene deletado torna-a incompetente replicativa pois sua replicação passa a depender de metabólitos aromáticos sendo alguns não encontrados em vertebrados.Com isto a vacina se torna atenuada.

Os dados enviados pela empresa sobre a estabilidade da vacina,a sua não reversão a virulência em passagens no organismo alvo,sua perda total de capacidade replicativa no animal alvo após 3 passagens,sua incapacidade de manutenção no meio ambiente ,sua incapacidade de replicação em mamíferos em especial humanos torna esta vacina  segura para a saúde humana e animal.A existência da cepa selvagem no meio ambiente faz com que a cepa deletada seja incapaz de alterar o meio ambiente mesmo que uma liberação acidental ocorra e que uma reversão de virulência totalmente improvável aconteça.

È importante ressaltar que esta vacina já foi liberada nos Estados Unidos desde abril de 2006 mostrando um histórico de uso seguro.
Assim sendo, essa atividade não é potencialmente causadora de significativa degradação do meio ambiente ou prejudicial à saúde humana e animal e esta setorial é pelo deferimento do pleito.

[image: image1.png]B L

UM PAIiS DE TODOS

GOVERNO FEDERAL




Dra. Eliana Saul Furquim Werneck Abdelhay

Membro da CTNBio
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Secretaria Executiva da CTNBio

SPO – Área 05 – Quadra 03 Bloco B – Térreo – Salas 08 a 10

Brasília , DF – CEP: 70610-200
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