
Parecer Técnica conforme solicitação da empresa Ceva Saúde Animal referente a comercialização, estocagem e importação da vacina VECTORMUNE FP-MG+AE - Vacina viva liofilizada contra a Bouba Aviária, Mycoplasma gallisepticum e Encefalomielite Aviária, preparada a  partir de um vírus recombinante da Bouba Aviária (FPV) que expressa um antígeno chave para a proteção contra o Mycoplasma gallisepticum de um vírus vivo convencional para auxílio na prevenção da Encefalomielite Aviária. 

(Processo Número: 01200.000393/2009-12)
Introdução


O OGM objeto desta solicitação é um vírus vacinal recombinante da Doença de Bouba Aviária aqui denominado FPV (Fowlpox vírus), presente na vacina VECTORMUNE FP-MG+AE (Que contém o vírus da Encefalomielite aviaria, vírus da Bouba Aviária recombinante, lactose, gelatina, gentamicina e anfoterecina B) . Devido à extensão de seu DNA, os poxivirus têm sido avaliados para uso como vetor viral de genes de outros agentes. O FPV presente em vacinas contra a Bouba tem sido avaliado como vetor para várias outras doenças virais de aves.

No genoma deste FPV foi inserido um gene que codifica para a produção de uma proteína chave para a proteção contra Mycoplasma gallisepticum, um importante agente de enfermidade respiratória em aves domésticas. A expressão deste gene e produção desta proteína não causam qualquer doença clinica conforme estudos previamente realizados.


A disseminação e/ou estabelecimento no meio ambiente não são relatados para a cepa vacinal original do FPV. A cepa do FPV usada nas vacinas vivas para aves comerciais contra a Buoba Aviária é licenciada no USDA e no Brasil. Assume-se que a cepa original do FPV está distribuída mundialmente. O vírus FPV pertence a classificação de risco 1. O fragmento de expressão que integra o gene codificador para a proteína de interesse do Mycoplasma gallisepticum está inserido em uma região intergênica não codificante do genoma da cepa vacinal do FPV. O Vírus FPV recombinante não apresenta alteração de tropismo tecidual no hospedeiro susceptível. Os mamíferos são refratários a infecção pelo FPV, portanto não há risco para a saúde publica.

Caracterização

Microorganismo receptor: Fowl Pox Virus (FPV) cepa Cutter, sendo considerado como a cepa de origem da maioria das vacinas contra a Bouba Aviária licenciadas pelo USDA nos Estados Unidos. O vírus da Bouba Aviária é classificada na família Poxviridae do gênero Avipoxivírus. É um vírus DNA de fita dupla, envelopado, com 300 kilobases (Kb), que causa infecção em vários espécies aviárias.

Microorganismo doador - Mycoplasma gallisepticum (MG), cepas S6 e R, membro da ordem Mycoplasmatales, família Mycoplasmataceae e gênero Mycoplasma. O gene inserido no gnoma do vetor FPV codifica para a proteína a qual é responsável por estimulação do sistema imune das aves e produção de anticorpos neutralizadores das cepas de campo do Mycoplasma gallisepticum. O receptor (FVP) e o doador (MG) foram considerados pela empresa requerente, como pertencentes ao grupo 1.


O recombinante foi construído seguindo a metodologia descrita em Davison, A.J. and Moss, B. (1989a e 1989b), onde sítio de clonagem para a inserção dos genes MG 40K e mgc3 na cadeia parental do FPV está localizado dentro do fragmento 3.0-kb Hpal-Spel da cepa parental do FPV. O fragmento terminado sem corte 3.0-kb HpaI-SpeI do DNA genômico do FPV foi inserido no sítio terminado sem corte EcoRI-HindIII do pUc18. Usando EcoRV para digerir o fragmento 3.0-kb HpaI-SpeI, um fragmento de 175-pb foi retirado e reposto com os genes MG 40K e mgc3. Rapidamente, um gene 40K amplificado por PCR, juntamente com um promotor sintético Ps e uma seqüência sinal derivada do gene gB do Vírus da Doença de Marek (MDV) do sorotipo 1 GA, foi inserido no pUC18 digerido por Eco-RV contendo o fragmento do DNA genômico do FPV, resultando em um vetor intermediário. O promotor Ps emula o consenso promotor precoce/tardio do poxvírus (Davidson e Moss, 1989a; Davidson e Moss, 1989b). A seqüência sinal gB do MDV foi adicionada ao terminal amina dos genes MG 40K e mgc3 para translocação destes produtos genéticos para a superfície celular. O gene mgc3 foi inserido no vetor intermediário juntamente com o promoter Ps e a seqüência sinal gB, resultando em um plasmídeo homólogo. Fibroblastos de embrião de galinha (FEG) foram utilizados como célula hospedeira para a recombinação do plasmídeo homólogo e da cepa parental de FPV. Após a transfecção, o vírus em crescimento em FEG foi avaliado para a expressão de proteínas MG. Placas expressando proteínas MG foram isoladas e selecionadas até que o vírus recombinante puro foi obtido.
Saúde animal


A empresa realizou vários experimentos onde foram avaliadas as características de segurança incluindo a “Master Seed Virus” (MSV) da vacina Bouba Aviária-Mycoplasma gallisepticum, vetor vivo de Bouba aviária, bem como vários pesquisadores (ver referências). O risco associado à segurança animal com a MSV é baixo. Demonstrou-se que a vacina é segura para uso em galinhas. De acordo com o 9 CFR 113.325(d)(2), galinhas foram vacinadas através de punção na membrana da asa com uma dose 10X da vacina.  Após um período de observação de 21 dias, não foram observadas reações adversas ou sinais clínicos de Bouba Aviária (FP) ou Mycoplasma gallisepticum (MG).  Assim, a vacina é segura para uso em galinhas e não apresenta nenhum risco de segurança.  


A segurança da vacina também foi avaliada durante o estudo de eficácia.  Galinhas foram vacinadas às 8 semanas de idade. As aves foram mantidas por três semanas para desenvolvimento de imunidade antes do desafio.  Durante este período, as aves foram observadas diariamente e não foram observadas reações adversas ou sinais clínicos de FP ou MG.  Após o período de observação, as aves foram desafiadas e a vacina foi eficaz contra o desafio com FP e MG.  Assim, a vacina é eficaz para uso em galinhas e não apresenta nenhum risco de segurança. Foram conduzidos estudos de segurança em animais não-alvo com uma dose 100X de MSV em perus, codornas, passarinhos e pombas.  Segundo dados de literatura, o FPV é conhecido por se replicar em perus e galinhas e é usada para vacinar perus por escarificação da coxa (Tripathy & Reed, 1997, Winterfield & Reed, 1985, Winterfield et al., 1985, Yanagida et al., 1992).  Também é descrito na literatura que o FPV não se replica em codornas (Winterfield & Reed, 1985). Em geral, sabe-se que o FPV não afeta mamíferos, mesmo que um caso de isolamento de FPV tenha sido registrado em rinocerontes (Tripathy & Reed, 1997).



A segurança foi demonstrada em outras espécies aviárias (perus, codornas, passarinhos e pombas) por: (1) vacinação com MSV ou a cepa FPV parental e (2) comparação dos sinais clínicos, reações adversas, e isolamento viral entre os dois grupos vacinados. Os resultados demonstraram que outras espécies aviárias vacinadas com a MSV não mostraram sinais clínicos ou reações adversas e não foi isolado vírus do local de inoculação ou do sangue ou da traquéia de codornas passarinhos e pombas.  Resultados idênticos também foram obtidos quando espécies aviárias foram inoculadas com a cepa FPV parental. Segundo dados de literatura, o FPV é conhecido por se replicar em perus e é usado para vacinação por escarificação da coxa (Tripathy & Reed, 1997, Winterfield & Reed, 1985, Winterfield et al., 1985).  Dos perus, o recombinante e o FPV parental foram isolados do local de inoculação somente 7 dias após a inoculação, mas não mais tarde.  Baseado nestes resultados, demonstrou-se que a extensão de hospedeiro da MSV é similar a cepa parental de FPV.  Assim, a MSV é segura para estas espécies aviárias e o uso em galinhas não apresenta nenhum risco de segurança a outras espécies aviárias.


Em resumo, nenhuma reação adversa foi observada com o uso desta vacina; O gene do Mycoplasma gallisepticum inserido e seus produtos não tem propriedades patogênicos ou tóxicas conhecidas; Não há evidência de que a cepa vacinal recombinante seja diferente em suas características biológicas em comparação com a cepa vacinal original do FPV; Não se espera que o vírus recombinante seja um problema de segurança para as espécies não alvo. O Vírus da Encefalomielite Aviária (AEV), cepa Calnek, é seguro quanto ao uso em galinhas acima de 2-3 semanas de idade. Não há evidências de interação  entre a fração recombinante FP-MG e o vírus convencional (AE) presente na vacina.

Saúde Humana:

Não são esperados  riscos para a saúde humana. A exposição humana está limitada às pessoas que administram a vacina ou manipulam as aves vacinadas.  A bouba aviária é conhecida por não ter significância em saúde pública (Tripathy & Reed, 1997) e não são conhecidos relatos de infecção em humanos. Assim, conclui-se que a MSV não tem significância em saúde pública devido à estreita faixa de hospedeiros de avipoxviroses (galinha, peru, faisão, canário, junco, codorna, parda e estorninhos) (Tripathy & Reed, 1997) e para espécies animais não-alvo estudadas conforme estudos descritos anteriormente. Não há evidencias de infecção produtiva causada por FPV em qualquer espécie que não a aviaria e nem de infecção humana. A cepa vacinal do FPV tem sido usada no mundo inteiro como vacina comercial para aves sem nenhum relato de efeitos adversos e/ou riscos para saúde publica;

Meio Ambiente


Os riscos para segurança do meio ambiente são baixos e não são esperados efeitos ecológicos adversos da MSV ambiente. A exposição de espécies animais não-alvo e a disseminação da vacina no ambiente estarão restritas ao uso em aviários. 


Para segurança ambiental, estabeleceu-se que a MSV não foi transmitida de aves vacinadas para aves não-vacinadas.  Vinte e quarto horas pós-vacinação (dose 100X de MSV), galinhas não-vacinadas, começaram o contato com as vacinadas por três semanas. Durante este período, não foram observadas nenhuma reação adversa à vacina ou sinais clínicos de FP ou MG.  Para avaliar a transmissão, todas as aves foram desafiadas ou com FPV ou MG. As vacinadas estavam protegidas do desafio enquanto as não-vacinadas estavam susceptíveis.  As aves vacinadas com a cepa FPV parental tiveram resultados similares. Conclui-se que nem a MSV ou a cepa FPV parental foi transmissível.  Assim, a MSV é segura para uso em galinhas e não apresenta nenhum risco de segurança.  


Para avaliação da segurança ambiental, Também foram consideradas outras possibilidades. Segundo dados de literatura, mostrou-se que o FPV pode ser mecanicamente transmitido por insetos (primariamente mosquitos) de aves infectadas para aves susceptíveis (Tripathy & Reed, 1997). Não há evidência de replicação no vetor (Tripathy & Reed, 1997) e não há evidência de transmissão de aves vacinadas para espécies aviárias não-vacinadas (Taylor & Paoletti, 1988). Devido ao manejo, alojamentos de aves comerciais, e raras ocorrências de transmissão por inseto, a possibilidade de transmissão mecânica da MSV por insetos é baixa não apresenta nenhum risco de segurança.  


Uma prova de segurança em outras espécies não aviárias, feitas em linhagens de células de mamíferos, indicou que tanto a vacina recombinante, quanto a cepa original do FPV é segura para mamíferos;


O vírus da doença de Bouba Aviária tem distribuição mundial; O potencial de transmissão do vírus recombinante é praticamente inexistente e, mesmo que houvesse transmissão, as propriedades biológicas do FPV não devem ser alteradas.


De acordo com o relatório apresentado referente ao OGM em análise, compreende-se que o organismo esteja  enquadrado na classe de Risco 1 (baixo risco individual e baixo risco para a coletividade).
Com base nas observações descritas anteriormente verificamos que não existe risco ao uso do OGM para a sua importação, armazenamento e comercialização. Somos de parecer favorável  a comercialização , estocagem e importação da vacina VECTORMUNE FP-MG+AE.
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