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Nombre y apellidos: Gonzalo Vicente Lacambra.
NIF: 25445668D.
Cargo: Gerente.
Tel: 93.227.98.92
Correo electronico: oci@isglobal.org
Responsable cientifico de la actividad
Nombre y apellidos: Julio Alonso Padilla
NIF: 53408936S
Cargo: Assistant Research Professor
Tel: 93.227.54.00 ext.: 4284
Correo electronico: julio.a.padilla@isglobal.org

Responsable de bioseguridad de la instalacion donde se realizar la actividad
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a) Indicar cual de los anteriores actuara como persona de contacto:

Nombre y apellidos: Sandra Piquer Gibert.
Tel: (93) 2275400 ext.: 4388
Correo electronico: sandra.piguer@idibaps.org

2) Debe sefialarse si para la ejecucion de esta actividad se recibe financiacion del Plan Nacional
de Investigacion Cientifica, Desarrollo e Innovacion Tecnoldgica. Esta informacion es
necesaria para determinar si la actividad se encuentra dentro del supuesto del articulo 3.2.b)

de la Ley 9/2003 vy, por lo tanto, la competencia recae en la Administracion General del
Fatadn

01/2020 Rev 11

S X NO []
Si la respuesta a la pregunta anterior es S, debe justificarlo especificando?:
- Nombre de la convocatoria: Convocatoria AES_2018.

- Referencia del Proyecto y referencia IP del mismo: “Estudio de los procesos de
inmunotrombosis y lipotoxicidad como mecanismos de patogénesis de la
enfermedad de Chagas”; ref.: P118-01054; Joaquim Gascon Brustenga.

- Organismo financiador: Instituto de Salud Carlos III.
3) Instalacion donde se va a desarrollar la actividad de utilizacion confinada (cumplimente si

previamente ha sido comunicada/autorizada para este tipo de actividades; en caso contrario,
cumplimente el Formulario Parte B).

Fecha de comunicacion / autorizacion de la instalacién: 18/07/2013.
Numero de referencia del expediente: A/ES/13/1-11.

1. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD:

1) Finalidad de la actividad:

Descubrir los mecanismos de patogénesis molecular de la infeccion con el parasito T. cruzi,
con particular énfasis en el rol de las fosfolipasas A2 en la sintesis de lipidos con actividad
pro-agregante plaquetaria. ldentificar compuestos activos que puedan ser potenciales
candidatos para estudios preclinicos en animales de experimentacion.

2) Clasificacion de la actividad:

1

TASAS

Estan exentos del pago de la tasa los casos en los que se cumplan dos requisitos, que la actividad se realice en el marco de
los Planes Estatales de Investigacion Cientifica y Técnica y de Innovacion; y que se desarrolle por una institucion, ente u
organo publico.
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(Para la clasificacion del tipo de riesgo de las operaciones se seguira el procedimiento
establecido conforme al articulo 4 y el anexo Il de la Directiva 2009/41/CE del Parlamento
Europeo y del Consejo, de 6 de mayo, relativa a la utilizacion confinada de microorganismos
modificados genéticamente, y la Decision de la Comision 2000/608/CE, de 27 de septiembre,
relativa a las Notas de orientacion para la evaluacion del riesgo).

Tipo 1
Tipo 2
Tipo 3
Tipo 4

O X OO
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PROCESO GENERAL PARA LA OBTENCION DE UN OMG A EFECTOS DE
NOMENCLATURA:

Gen(es) o cualquier secuencia de DNA o RNA obtenido del
ORGANISMO DONANTE mediante técnicas de extraccion,
amplificacidn o sintesis. Puede proceder del mismo ORGANISMO
RECEPTOR y haber sido modificado; por ejemplo, interrumpido o
modificado para utilizarlo en mutagénesis o silenciacion.

v

v

VECTOR (virus, plasmido o de cualquier otra
naturaleza). Puede haberse obtenido de células

éstas se consideren el organismo donante.

de mamifero, insecto, planta, bacteria..., sin que ==

Cualquier técnica para la introduccion de
DNA en el organismo receptor:
recombinacion por vectores,
macroinyeccion, microinyeccion, balistica. ..

ORGANISMO MODIFICADO
GENETICAMENTE
Organismo cuyo material genético ha sido
modificado de alguna manera que no se
produce naturalmente en el apareamiento ni
en la recombinacion natural
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genética

ORGANISMO RECEPTOR
Organismo que sufre la modificacion
genética




1. INFORMACION SOBRE EL ORGANISMO RECEPTOR DEL CUAL SE DERIVA EL

OMG

1. Nombre cientifico: Trypanosoma cruzi.

Taxonomia:

Reino: Protista; filum: Protozoa; clase: Mastigofora; orden: Kinetoplastida; familia:
Trypanosomatidae; género: Trypanosoma; especie: T. cruzi.

Nombre comdn: T. cruzi

1) Descripcion de los métodos de identificacion y aislamiento.

a)

b)

d)

Técnicas de aislamiento:

T. cruzi se puede cultivar a partir de tejidos 0 muestras de sangre heparinizadas. Se
utilizan diversos medios especializados, ademas de las lineas celulares Vero (células
epiteliales de mamifero que se utilizan como hospedadoras para mantener los parasitos)
u otras lineas de cultivo mamiferas que le sirvan de hospedadoras.

Técnicas de identificacion:

Examen  microscpico, inmunofluorescencia  indirecta  (IFA),  ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), PCR, inmunotransferencia (Western
blot).

Marcadores genéticos:
Marcadores de DNA microsatélite.
Marcadores fenotipicos:

Los trypomastigotes se presentan en formas cortas y anchas o formas largas y delgadas,
en la sangre y sobrenadantes de cultivos in vitro. Los amastigotes, que se encuentran
dentro de las células, son redondos u ovalados y tienen un didmetro de 1.5 a 4 pm.

Estabilidad genética:

Estable.

2) Posibles modificaciones genéticas anteriores: No.

3) ¢Se considera patdgeno el organismo receptor?

SI X NO []
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4)

5)

En caso afirmativo, especificar para qué clase de los organismos (seres humanos, animales,
plantas) se considera patdgeno este organismo, vivo 0 muerto, y/o sus productos
extracelulares:

T. cruzi es potencialmente patdgeno para seres humanos y animales mamiferos. En el caso del
parasito muerto (inactivado) o sus productos extracelulares, no son considerados infecciosos.

Si el organismo receptor es patdgeno para los seres humanos, especificar el grupo de riesgo
asignado de acuerdo con la legislacion comunitaria existente, (en particular la Directiva
2000/54/CE) o segun otros sistemas de clasificacion, nacionales o internacionales (OMS, NIH,
etc.):

La clasificacion en la Union Europea (UE) es tipo 3 (Directiva 2000/54/CE). En Estados
Unidos (EE.UU.) es un agente de tipo 2 segun clasificacion del NIH (NIH_Appendix B-I11-C,
Risk Group 2 (RG2) — Parasite Agents).

a) ¢De qué modo se manifiesta la patogenicidad?

T. cruzi es el agente etiologico de la enfermedad de Chagas. Ademas de a humanos
puede infectar a perros, ratones y otros animales mamiferos domésticos y silvestres. El
parésito alterna su ciclo de vida entre un huésped vertebrado (reservorio; seres humanos
y animales) y un huésped invertebrado (insecto vector; triatominos). Cabe destacar que
T. cruzi necesita de la fase vectorial para su transmision natural y que los insectos
vectores que lo transmiten (triatominos) no se encuentran en Europa pues son
endémicos de América.

La enfermedad de Chagas tiene una fase aguda y otra cronica. Si no se trata, la
infeccion puede cronificar y durar toda la vida.

a. La fase aguda ocurre inmediatamente después de la infeccidn, puede durar hasta
10-12 semanas durante las que se pueden encontrar los parasitos en la sangre
circulante (parasitemia). La infeccion puede ser leve o asintomatica. Puede haber
fiebre o inflamacion alrededor del sitio de inoculacion (lugar donde el parésito
penetrd la piel o la membrana mucosa). En casos poco frecuentes, la inflamacion
aguda puede dar lugar a una fuerte inflamacion del mdsculo cardiaco o del
cerebro y de la capa que lo recubre.

b. Después de la fase aguda, la mayoria de personas infectadas entran en una etapa
prolongada y asintomatica de la enfermedad (llamada fase "crdnica
indeterminada), durante la cual se encuentran muy pocos o0 ningun parasito en la
sangre. En esta etapa, la mayoria de los afectados no saben que tienen la
infeccion. Muchas personas pueden no presentar sintomas durante toda la vida.
Sin embargo, se calcula que entre un 30% Yy un 40% de las personas infectadas
presentaran problemas médicos debilitantes y a veces potencialmente mortales a
lo largo de la vida. Las complicaciones de la enfermedad de Chagas cronica
pueden ser: (i) anomalias del ritmo cardiaco que pueden causar muerte repentina;
(ii) dilatacion del corazén, el cual no bombea bien la sangre; (iii) dilatacion del
esofago o del colon, que causa dificultades para comer o para evacuar. En las
personas con sistemas inmunitarios deprimidos (por ejemplo, debido al SIDA o a
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la quimioterapia), la enfermedad de Chagas puede reactivarse. Esta situacion
puede potencialmente agravar la enfermedad.

b) En el caso de cepas no virulentas de especies patogenas: ¢es posible excluir la reversion
a la patogenicidad? NA

SI ] NO []
Porqué: No aplica (NA), el organismo Yy las cepas a usar son virulentas.
6) La cepa/linea celular receptora: ¢;esta libre de agentes bioldgicos contaminantes?
Si.

7) Experiencia adquirida en relacién con la seguridad en la utilizacién del organismo
receptor:

El trabajo con parésitos vivos debe ser siempre realizado en cabinas de flujo de bioseguridad.
Los tubos u otros contenedores que contengan parasitos vivos no pueden abrirse fuera de la
cabina. Las mucosas (nasal, bucal, conjuntiva) y la piel con heridas son potenciales sitios de
infeccién. También existe la posibilidad de infeccion si el parasito es ingerido. Por lo que es
necesario trabajar bajo medidas de, y en condiciones de bioseguridad. Se deben utilizar
siempre guantes protectores y tubos sellados a la hora de centrifugar. Es importante evitar
todos los objetos que puedan ser punzantes (vidrio o metal) en el entorno de trabajo, por lo
que se utilizara solamente material de plastico en la manipulacion del patogeno.

8) Informacion sobre la capacidad de supervivencia y de reproduccion en el medio ambiente:
a) ¢El organismo receptor es capaz de sobrevivir fuera de las condiciones de cultivo?:
No.
En caso afirmativo:
b) Capacidad de crear estructuras de resistencia o letargo:
i) esporas []
i) endosporas
iii) quistes
Iv) esclerocios

V) esporas asexuales (hongos)

O O0Oododn

vi) esporas sexuales (hongos)
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vii) otros, especifiquese

c) Otros factores que afectan la capacidad de supervivencia:
NA

d) Posibles nichos ecologicos:
NA.

e) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:
NA.

9) Efectos posibles sobre el medio ambiente:
No posee.

a) Implicaciones en procesos ambientales (p.ej. fijacion del nitrogeno o regulacion del pH
del suelo):

No posee.

b) Interacciones con otros organismos y efectos sobre éstos:

Los parasitos infectan insectos triatominos, que son el vector de la infeccion. Estos
insectos solo se encuentran en Ameérica y no existen en Espafia, T. cruzi puede infectar
una gran variedad de especies animales (mamiferos) pero precisa del vector para
transmitirse de forma natural.

10) Distribucion geografica y tipo de ecosistema en el que se encuentra el organismo receptor:

Al igual que su vector, T. cruzi se puede encontrar en las Américas, desde el sur de EE.UU.
hasta el centro de Chile y Argentina.

11) Habitat natural del organismo:

Infecta animales salvajes y de granja en zonas rurales de América. Infecta también insectos
triatominos, que le sirven como vector para infectar huéspedes mamiferos.

INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO DONANTE

Todos los parasitos a utilizar pertenecen a la cepa CL Brener. Todas las lineas incluyen los genes:
(A) spCas9; (B) RNA polimerasa T7; asi como los genes de resistencia antibiotica: C) amino 3'-
glycosyl phosphotransferase de  Klebsiella  pneumoniae; y/o D) hygromycin
B phosphotransferase de Streptomyces hygrospicus. Aparte de estos, algunas lineas incluyen los
siguientes genes exdgenos: (E) Luciferasa de la luciérnaga norteamericana Photinus pyralis; (F)
mNeonGreen del pez lanceta Branchiostoma lanceolatum. Una linea posee ademas el gen (G)
mScarlet, una proteina artificial derivada de la mutagenesis del molde genético de la proteina
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DsRed, obtenida de la anemona marina Discosoma striata. Otras lineas tienen los genes de
resistencia antibidtica: (H): Blasticidin S Deaminasa de Aspergillus terreus en las lineas; o I)
Puromycin-N-acetiltransferasa de Streptomyces alboniger. Todas las lineas perteneces al linaje
CL Brener, ya que este es el linaje modelo de este microorganismo y el primero en ser secuenciado
gendmicamente (El-Sayed et al., Science 2005, 309:409-15).

A)
1) Nombre cientifico: Streptococcus pyogenes.

Taxonomia: Reino: Bacteria; filum: Firmicutes; clase: Bacilli; orden: Lactobacillales; familia:
Streptococcaceae; género: Streptococcus; especie: S. pyogenes

Nombre comun: S. pyogenes.

B)
Nombre cientifico: Bacteriofago T7.

Taxonomia: Heunggongvirae; filum: Uroviricota; clase: Caudoviricites; orden: Caudovirales;
familia: Autographiridae; género: Teseptimavirus; especie: Escherichia virus T7.

Nombre comun: Bacteriofago T7.

C)
Nombre cientifico: Klebsiella pneumoniae.

Taxonomia: Reino: Bacteria; filum: Proteobacteria; clase: Gammaproteobacteria; orden:
Enterobacterales; familia: Enterobacteriaceae; género: Klebsiella; especie: K. pneumoniae.

Nombre comun: Klebsiella pneumoniae.

D)
Nombre cientifico: Streptomyces hygrospicus.

Taxonomia: Reino: Bacteria; filum: Actinomycetota; clase: Actinomycetia; orden:
Streptomycetales; familia: Streptomycetacetae; género: Streptomyces; especie: S. hygrospicus.

Nombre comun: S. hygrospicus.
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E)
Nombre cientifico: Photinus pyralis.

Taxonomia: Reino: Animalia; filum: Artropoda; clase: Insecta; orden: Coleoptera; familia:
Lampiridae; género: Photinus; especie: P. pyralis.

Nombre comun: Luciérnaga americana.

F)
Nombre cientifico: Branchiostoma lanceolatum.

Taxonomia: Reino: Animalia; filum: Chordata; clase: Cephalocordata; orden: Amphioxiformes;
familia: Branchiostomidae; género: Branchiostoma; especie: B. lanceolatum

Nombre comun: Pez lanceta.

G)
Nombre cientifico: Discosoma striata.

Taxonomia: Reino: Animalia; filum: Cnidaria; clase: Anthozoa; orden: Corallimorpharia; familia:
Discosomidae; género: Discosoma; especie: D. Striata

Nombre comun; Anémona.

H)
Nombre cientifico: Aspergillus terreus

Taxonomia: Reino: Fungi; filum: Ascomycota; clase: Eurotiomycetes; orden: Eurotiales; familia:
Trichocomaceae; género: Aspergillus; especie: A. Terreus.

Nombre comun: A. terreus.

)

Nombre cientifico: Streptomyces alboniger
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Taxonomia: Reino: Bacteria; filum: Actinomycetota; clase: Actinomycetia; orden:
Streptomycetales; familia: Streptomycetacetae; género: Streptomyces; especie: S. Alboniger. Nom
comu/ Nombre comun: S. Alboniger

2) Tipo de material genético obtenido del organismo donante:

(A) Secuencia génica de ADN codificante para la proteina spCas9.

(B) Secuencia génica de ADN codificante para la proteina RNA polimerasa T7.

(C) Secuencia génica de ADN codificante para la enzima amino 3'-glycosyl fosfotransferasa.
(D) Secuencia génica de ADN codificante para la enzima hygromycin B fosfotransferasa.
(E) Secuencia génica de ADN codificante para la proteina luciferasa (Luc).

(F) Secuencia génica de ADN codificante para la proteina mNeonGreen.

(G) Secuencia génica de ADN codificante para la proteina roja mScarlet.

(H) Secuencia génica de ADN codificante para la enzima Blasticidin S Deaminasa.

(I) Secuencia génica de ADN codificante para la enzima Puromycin-N-acetiltransferasa.

3) Meétodo de obtencion:
En todos los casos:
a) Extraccion []
b) PCR X
c) Sintesisin Vitro [ ]

4) Funcion del gen/genes en el organismo donante:

A) Expresion del gen de spCas9, que proporciona la capacidad de inducir cortes en secuencias
especificas del genoma, facilitando la edicion genética mediante un sistema CRISPR-cas9.

(B) Expresion de la RNA polimerasa de T7, que permite la sintesis de sgRNA a partir de
moldes de ADN para la edicion genética mediante un sistema CRISPR-cas9.

(C) Expresién del gen de la amino 3'-glycosyl fosfotransferasa, que proporciona resistencia a la
geniticina (G418) y permite la identificacion de los parasitos correctamente transfectados.

(D) Expresion del gen de la hygromycin B fosfotransferasa, que proporciona resistencia a la
higromicina y permite la identificacion de los parasitos correctamente transfectados.

(E) Expresion del gen luciferasa para generacion de bioluminiscencia.

(F) Expresién del gen mNeonGreen que proporciona fluorescencia verde.

(G) Expresion del gen mScarlet, que proporciona fluorescencia roja.

(H) Expresion del gen de la blasticidin s deaminasa, que proporciona resistencia a la blasticidina y
permite la identificacion de los parasitos correctamente transfectados.

() Expresién del gen de la puromicin-n-acetiltransferasa, que proporciona resistencia a la
puromicina y permite la identificacion de los parasitos correctamente transfectados.

5) ¢Es patdgeno o nocivo de cualquier otra forma (incluidos sus productos extracelulares) el
organismo donante, vivo 0 muerto?

si X NO [
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a) En caso afirmativo, especificar para que organismos:

i) seres humanos X
i) animales ]
iif) plantas []

b) ¢De qué modo se manifiesta la patogenicidad?

Las bacterias S. pyogenes (C) y K. pneumoniae (H), asi como el hongo A. terreus (F),
son patégenos humanos. La infeccion por S. pyogenes, suele manifestarse como una
infeccion de las vias respiratorias superiores y las amigdalas. En ocasiones puede
presentarse como infeccion en la piel y partes blandes, y mas raramente como
infecciones sistémicas y de organos profundos. La infeccion por K. pneumoniae se
caracteriza por afectacion de las vias respiratorias bajas (neumonia) o de las vias
urinarias (pielonefritis), siendo ambas formas particularmente comunes en pacientes
hospitalizados. La infeccion por A. terreus es rara en seres humanos, pero suele
manifestarse como infecciones respiratorias bajas (neumonia) o de la piel, siendo
particularmente comun en pacientes inmunosuprimidos.

c) Las secuencias insertadas: ;estdn implicadas de alguna forma en las propiedades
patdgenas o nocivas del organismo?

No.

6) ¢Intercambian los organismos donante y receptor material genético de forma natural?

No.

INFORMACION RELATIVA A LA MODIFICACION GENETICA

1) Tipo de modificacién genética:

a) Insercion de material genético
b) Delecion de material genético

c) Sustitucion de bases

OO dX

d) Fusién celular

e) Otros, especifiquese

2) Finalidad de la modificacion genética:

A) Conferir la maquinaria molecular necesaria para la utilizacion de un sistema de edicion
genética de tipo CRISPR-cas9.

(B) Permitir la transcripcion de sgRNA para el sistema CRISPR-cas9 a partir de moldes de

ADN.
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(C) Conferir resistencia a la geniticina (G418) para la identificacion de los parésitos correctamente
transfectados.

(D) Conferir resistencia a la higromicina y para la identificacion de los parésitos correctamente
transfectados.

(E) Conferir bioluminiscencia.

(F) Conferir fluorescencia verde para la identificacion del parasito en tejidos.

(G) Conferir fluorescencia roja para evidenciar la expresion de una serie de proteinas que se
pretende estudiar en el parasito.

(H) Conferir resistencia a la blasticidina para la identificacion de los parasitos correctamente
transfectados.

(I) Conferir resistencia a la puromicina para la identificacion de los parésitos correctamente
transfectados.

En todos casos las modificaciones realizadas permiten parametrizar el crecimiento de los parasitos
en relacion a la actividad enzimatica que portan (luminicamente o mediante fluorometria,
respectivamente), lo que posibilita su aplicacién en ensayos de descubrimiento de farmacos o de
comportamiento bioldgico del parésito. Adicionalmente, la incorporacion de mScarlet a los genes
de T. cruzi: TcCLB.510743.60, TcCLB.510743.50, TcCLB.510659.250, 0 TcCLB.510659.257,
permite identificar la expresion y localizacion intracelular de sus respectivos productos
proteicos. Los genes de resistencia antibidtica incorporados a las distintas lineas son necesarios
para poder identificar parasitos transfectados adecuadamente, al cultivarlos en medios
diferenciales.

3) Método utilizado para llevar a cabo la modificacién genética:

En los casos A-F se realizd6 mediante electroporacion de DNA plasmidico linearizado para
facilitar y favorecer la integracion del mismo en el genoma del parasito mediante
mecanismos de recombinacion homologa. En los casos G-I, los productos fueron
transfectados mediante electroporacion con DNA plasmidico circular en parasitos previamente
modificados y expresando los genes A-D. Esto permitio la incorporacion de los genes E-I en
los segmentos 3’ en genes del parasito especificos, mediante la utilizacién de un sistema
CRISPR-cas9.
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¢Se ha utilizado un vector en el proceso de modificacion?

si X NO []
En caso afirmativo:

Tipo e identidad del vector:

Para la incorporacion de los genes (A-F) se utilizaron como vectores los plasmidos de
expresion pLEW-cas9 (para A, B, y C) y pTRIX2-LucNeon-Hyg (para D, E y F). Cabe
destacar que los genes E y F fueron transfectados como un solo producto originado por la
fusion de los dos genes individuales, tal y como se describe en Costa et al. (Expanding the
toolbox for Trypanosoma cruzi: A parasite line incorporating a bioluminescence-
fluorescence dual reporter and streamlined CRISPR/Cas9 functionality for rapid in vivo
localisation and phenotyping. PLoS Negl Trop Dis. 2018; 12(4):e0006388). En la
publicacion se describe el método de construccidn del vector y su expresion en un linaje
de Trypanosoma cruzi, CL Brener.

Los genes en los apartados (G-1) fueron transfectados directamente como productos de
PCR, amplificados a su vez de los vectores pPOT c-blast-blast-3-myc-mScarlet-3-myc (G
y H) y pTPuro (I).

a) Si se trata de un virus: NA.
Es defectivo en replicacion Si [] NO [ ]

b) Aportar mapa de restriccion del vector (funciones y posicion de genes estructurales,
genes marcadores, elementos reguladores, sitios de insercion, origen de replicacion,
origen, funcion y secuencia de otros elementos presentes en el vector):
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i. pLEW-cas9 (para A, B,y C)
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Ahdl, A jul Bpll
Pasl, EcoRV T ¥hal

Barl
PzpOHI, Apal Bglll
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ii. pTRIX2-LucNeon-Hyg (paraD, Ey F)

|AmMpR promoter! M13 fwd

Eco53kI (655)
Sacl (657)
Kasl (710)
—~ _— NarI (711)
—{:jfol (712)

(8290) AIWNI PIUTL (714)

Bsu36I (1044)

f1 op

/

(7874) Peil V7 promote, et (1479
col (1479)
Eeont t20s)
_ PspOMI (2118)
_13 rev

_SbfI (2313)
SexAl * (2820)

EcoNI (3098)
PspOMI (3130)
TspMI - Xmal (3133)
Smal - Srfl (3135)
Bbsl (3171)
——— BgIII (3307)

————SnaBI (3489)
Bbsl (3608)

(7469) Ascl - BssHII pTRI)(Z-LucNeon-Hyg

9679 bp

(6427) FspAI
(6372) BmtI ———
(6368) Nhel

(5712) PFIMI

S e — 15000 _— BmgBI (3826)
( ) Bsp (5538)aEagI | PaeR7I - PspXI - XholI (3857)

EcoNI (3901)
(5006) RsrII — PfIMI  (3966)
(4968) Eagl Mfel (4116)
(4962) AsISI
(4950) Neol PshAI (4625)
(4841) EcoRI Eaql (4803)
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iii. pPOTc-blast-blast-3-myc-mScarlet-3-myc (G y H)

Fspl PspOMI, Apal, Xbal, SacIll, PmlI,PstI
Dralll,BtgZI,NgoMIV,Nael NgoMIV,Nael,BglII, EcoRI
Alol CspCI
Psil Eagl
Sspl 6000 Nrul
BciVl
Sspl QL alP"a Ncol
Kf1I

XmnI

Acll Bcll

Begl
Tatl, +1 Acc651
KpnI
BsrDI Af1II
Acll 3 = +1
Fspl 7 2
%",\ ﬂa?’-,?; KasI
v wazae b
BpmL < z3 05 +2
+1 ) ® =§ g +1
—-a
6141 bp Fzea
gs”
5
& BsmBI
f"“ (\ y(\; Esp3l
LAST(1) F QY
BLAST(Y) ' dq&" Accl,+1
s Bsml
BamHI
Ajul
&, % 5 ' Bglll
g Tt gasT) & Eco53KI

Site ) pLAST(Y \ Sacl
Bcivl

Bcll

Sapl Nhel,BmtI,CspCl
BspQI Eagl
Nsil Nrul
BseRI Aval
BsoBI,PaeR71,T1iI, Xhol,B1pI,BstEII, Kasl, +3
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iv. pTPuro(l)

18/8/2022 15:34:32

pTPuro_vl (4726 bp)

Heol, Styl, Mlul,BaaBl, Swal Pvull
AlwNI
Mhel, BmtI Pcil
Haecl Mspl
Butl Pail
Nhel

Bpll Brivl

BemFl,Fspal,+4
BaeYl
Afel
AlwbI
PanqCl

BapMl
Bfual

*1

pTPuro_v1

4726 bp AhdD
*1
+2 Barl
+2 EpmL
Begl Acll
MN=pl

Pwul

Sacll Tatl,Scal
BamA1, Esp3il Brgl
Swal, BfuAL BspMI, +2 Acll
EBmr I #mnI
Pwul, Pvull
Apol, Apol, Sspl 5spl, BspHI, Beivl
5fol, PluTl Dralll Alol, Psil

Kaszl

Narl

c) Gama de hospedadores del vector:
Bacterias.
d) Caracteristicas de la movilidad del vector:
i) factores de movilizacion

Ninguno.

ii) Si el vector es un bacteri6fago ¢se han inactivado sus propiedades lisogénicas?

NA.
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iii) ¢Puede el vector transferir marcadores de resistencia a otros organismos?
NA.
4) Informacion del inserto:
Inserto 1: Incluye los genes A-C, amplificado de pLEW-cas9.
Dimensiones del inserto, mapa de restriccion y secuencia:
Longitud: 9858 bp.

Mapa de restriccion:

BseRI BseR] BamHI
258 aa J J 288 aa

*#BspEl #Alwl Bbsl SmlI

2 895 aa 28 = 1451 aa L
11 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L L L 1 L 9858
(T | | I | B |l | I 1 | |

*Nrul *Acces] BgllIl Apal Sacl - *Pmll Bsml-*Fsel
BstZ171 AFLIT Xhal CspCI
Asel Hpal ¥RsrII *¥Eco53kI
Sspl Ncol Dral
*AF1IIT *BesHII AhdI
*Mlul ¥PLUTI PspOMI
#4#Clal *5fol
*#BspDI *Marl
#Motl *Kasl
*¥ApalLI ¥3rfl
*Smal
*TspMI
*xmal
Shfl
Mfel
Kpnl

Secuencia:

ctgaccgtatcatgatgactttctccatcatcccatcccecaaggtgtecgacactgtegtcgagecgtacaatacgactctcte

cgtgcaccaacttgtggaaaactccgatgagtcgatgtgcattgacaacgaggeactgtacgatatttgcttccgeaccctgaa
actgacaacaccaacgttcggtgacctgaaccacttggtgtctgctgttgtgtccggegtcacctgetgectgegctteectggt
cagttgaactctgacctcegtaagttggetgtgaaccttgtcccattcecgegtetgeacttettcatgatgggcettcgeceegct

gaccagccgeggctcgeageagtaccgeggtcetctecgtgeccgagcetaacgcageagatgttcgatgegaaaaacatgat
gcaagctgcagatcctegtcacggecgcetacctgacagegtetgeactcttcegeggecgeatgtcgacgaaggaggttgat
gagcagatgctgaacgtgcagaacaagaactcgtectacttcattgagtggatcgatcccgaacaacatcaagtectctgtttg

cgatatcccacccaagggactcaagatggcetgtcaccttcattggcaacaacacctgcatccaggagatgttccgeegtgtgg
gagagcagttcaccctcatgttccgtcgcaaggegttcttgcactggtacactggcgagggtatggacgagatggaattcacg
gaggcagagtccaacatgaacgatctcgtgtctgagtaccagcagtaccaggatgccacgattgaggaggagggegagtte
gacgaggaggagcaatactagacgcggacggggcatttccegttegtcattagcagtaggtaatgaagatgctcgagggtg

ctcaagctgtgtagegeacgegtttccttacatatttctctaacaggcacggaagectaacaaatacacttggcttatttttttgecc
cctcatgtcttgtacaaatatttgcgatagcttagcetatcagccacattaatcaaacaagtataccaacaagcccgaaaacataaa
ctcaactgcaacgaagctgggctgcacgcegecttegagttttttttccttttccccatttttttcaacttgaagacttcaattacacca
aaaagtaaaattcacaagctgatctgatceggatttactaactggaagaggcactaaatgaacacgattaacatcgctaagaac
gaattcctcgagcctccaaaaaagaagagaaaggtcgaattetetgacatcgaactggcetgctatccegttcaacactctggct
gaccattacggtgagcgtttagctcgcgaacagttggeccttgageatgagtcettacgagatgggtgaagcacgcettccgeaa
gatgtttgagcgtcaacttaaagctggtgaggttgcggataacgetgecgecaagectctcatcactacectacteectaagat
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gattgcacgcatcaacgactggtttgaggaagtgaaagctaagegeggeaagegeccgacagecttecagttectgcaaga
aatcaagccggaagcecgtagegtacatcaccattaagaccactctggettgectaaccagtgctgacaatacaaccgttcagg
ctgtagcaagcgcaatcggtcgggcecattgaggacgaggctegettcggtegtatcegtgaccttgaagetaageacttcaa
gaaaaacgttgaggaacaactcaacaagcgcegtagggeacgtctacaagaaagcatttatgcaagttgtcgaggcetgacatg
ctctctaagggtetactcggtggegaggegtggtettegtggcataaggaagactctattcatgtaggagtacgctgeatcgag
atgctcattgagtcaaccggaatggttagcttacaccgccaaaatgcetggegtagtaggtcaagactctgagactatcgaacte
gcacctgaatacgctgaggctatcgeaaccegtgcaggtgegcetggetggeatctetcegatgttccaaccttgegtagttect
cctaageegtggactggeattactggtggtggetattgggetaacggtegtegtectctggegetggtgegtactcacagtaag
aaagcactgatgcgctacgaagacgtttacatgectgaggtgtacaaagcgattaacattgcgcaaaacaccgcatggaaaa
tcaacaagaaagtcctagcggtcgcecaacgtaatcaccaagtggaageattgtccggtcgaggacatecctgegattgageg
tgaagaactcccgatgaaaccggaagacatcgacatgaatcctgaggctctcaccgegtggaaacgtgetgecgetgetgty
taccgcaaggacaaggctcgcaagtctcgecgtatcagecttgagttcatgcttgagcaagcecaataagtttgctaaccataag
gccatctggttcecttacaacatggactggegeggtegtgtttacgetgtgtcaatgttcaacccgcaaggtaacgatatgace
aaaggactgcttacgctggcgaaaggtaaaccaatcggtaaggaaggttactactggetgaaaatccacggtgcaaactgtg
cgggtgtcgataaggttccgttecctgagegcatcaagticattgaggaaaaccacgagaacatcatggcettgegcetaagtete
cactggagaacacttggtgggctgagcaagattctecgttctgettecttgegttetgetttgagtacgetggggtacageacca
cggcctgagctataactgcteecttecgetggegtttgacgggtcettgetetggeatccageacttctcegegatgetecgagat
gaggtaggtggtcgegeggttaacttgcttcctagtgaaaccgttcaggacatctacgggattgttgctaagaaagtcaacga
gattctacaagcagacgcaatcaatgggaccgataacgaagtagttaccgtgaccgatgagaacactggtgaaatctctgag
aaagtcaagctgggcactaaggceactggcetggtcaatggcetggettacggtgttactcgeagtgtgactaagegttcagtcat
gacgctggcttacgggtccaaagagttcggettcegtcaacaagtgctggaagataccattcagecagctattgattcecggea
agggtctgatgttcactcagccgaatcaggctgctggatacatggctaagetgatttgggaatctgtgagegtgacggtggta
gctgeggttgaagcaatgaactggcttaagtetgetgctaagetgetggctgctgaggtcaaagataagaagactggagagat
tcttcgcaagegttgegctgtgcattgggtaactectgatggtttecctgtgtggcaggaatacaagaagectattcagacgeg
cttgaacctgatgttcctcggteagttcegcttacagectaccattaacaccaacaaagatagegagattgatgcacacaaaca
ggagtctggtatcgcetcctaactttgtacacagccaagacggtagecaccttcgtaagactgtagtgtgggeacacgagaagt
acggaatcgaatcttttgcactgattcacgactccttcggtaccattccggetgacgcetgegaacctgttcaaagcagtgegey
aaactatggttgacacatatgagtcttgtgatgtactggctgatttctacgaccagttcgcetgaccagttgcacgagtctcaattg
gacaaaatgccagcacttccggctaaaggtaacttgaaccteegtgacatcttagagtcggacttcgegttcgegtaacgeca
aatcaatacgactccggatcctgeccatttggcttttcecttgtctegtgtettttcegtggaaaggttcccggagtaatctgatgg
cacagcagggaggtgcgcectgcaggttggttaggaaggggggatgatgtaaaagaagaaaatggggggattcgageccg
ggcacagcaaggtcttctgaaattcatgttttttttttttttactctgcattgcagtctcegctcttatttagttttgctttacgtaaggtct
cgttgctgccataaaataagcettagaggagaaagaatagtaaccetttcatcaaagaaaatagttcaaacgaatatgegegaaa
tcgtctgegttcaggetggecaatgeggtaaccagatcggcetcaaagttctgggaggtgatccggecaagcettggatggattg
cacgcaggttctceggecgcettgggtggagaggctattcggctatgactgggcacaacagacaatcggetgetcetgatgeeg
ccgtgttceggetgtcagegeaggggegeccggttetttttgtcaagaccgacctgtccggtgecctgaatgaactgcaggac
gaggcagcgcggctatcgtggetggecacgacgggcegttecttgcgeagcetgtgcetegacgttgtcactgaagegggaag
ggactggctgctattgggegaagtgecggggeaggatctectgteatctcaccttgetectgecgagaaagtatccatcatgg
ctgatgcaatgcggeggctgeatacgcttgatccggetacctgeccattcgaccaccaagegaaacatcgceatcgagegag
cacgtactcggatggaagecggtcettgtcgatcaggatgatctggacgaagageatcaggggctegegecagecgaactgt
tcgccaggetcaaggegegcatgeccgacggegaggatetegtegtgacceatggegatgectgettgccgaatatcatggt
ggaaaatggccgcttttctggattcatcgactgtggecggetgggtgtggeggaccgctatcaggacatagegttggetacee
gtgatattgctgaagagcttggeggegaatgggctgaccgcettectegtgetttacggtatcgeegcetecegattcgeagege
atcgccttctatcgecttcttgacgagttcttctgagcgggactctggggttcggatectaacaccgggttgtgtggecaaaattg
ttctgtagtcgcetgtgagttgacacggctagtgcttatgattttectcgegtgtggtgectgtactcagecctatgecttatttgcaa
cacatttacgtacagcgcacaagagaagagaagatcacttgaagataataaatatagggttgtaggcatcttgtttaactcaaat
tttctegtettggtgtgtegacatgattgaaatagtgecaccagtigtgtitgatgegtttgttatctatgcagtattctgcaaggggg
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cacagcaaggtcttctgaaattcatgttttttttttttttactctgcattgcagtcteegcetcettatttagttttgetttacgtaaggtctegt
tgctgccataaaataagcctagaactagagctttcatatgtctagaatggactataaggaccacgacggagactacaaggatc
atgatattgattacaaagacgatgacgataagatggccccaaagaagaagcggaaggtcggtatccacggagteccageag
ccgacaagaagtacagcatcggcectggacatcggeaccaactctgtgggetgggecgtgatcaccgacgagtacaaggtg
cccagcaagaaattcaaggtgctgggeaacaccgaccggceacagcatcaagaagaacctgatcggagecctgetgttcga
cagcggcgaaacagecgaggecacccggetgaagagaaccgecagaagaagatacaccagacggaagaaccggatct
gctatctgcaagagatcttcagcaacgagatggccaaggtggacgacagcttcttccacagactggaagagtectteetggty
gaagaggataagaagcacgagcggeaccecatcttcggeaacatcgtggacgaggtggectaccacgagaagtacceca
ccatctaccacctgagaaagaaactggtggacagcaccgacaaggecgacctgeggctgatctatctggecctggeecaca
tgatcaagttccggggecacttcctgatcgagggegacctgaaccccgacaacagegacgtggacaagctgttcatccagcet
ggtgcagacctacaaccagctgttcgaggaaaaccecatcaacgecageggegtggacgcecaaggecatectgtctgeca
gactgagcaagagcagacggctggaaaatctgatcgeccagcetgeccggegagaagaagaatggectgttcggaaacctg
attgccctgagectgggectgacccccaacttcaagagcaacttcgacctggecgaggatgecaaactgcagcetgageaag
gacacctacgacgacgacctggacaacctgctggeccagatcggegaccagtacgecgacctgtttctggecgecaagaa
cctgtccgacgccatectgcetgagegacatectgagagtgaacaccgagatcaccaaggeccecctgagegectctatgate
aagagatacgacgagcaccaccaggacctgaccctgctgaaagetetegtgeggeageagctgectgagaagtacaaaga
gattttcttcgaccagagcaagaacggctacgecggcetacattgacggeggagecagecaggaagagttctacaagttcate
aagcccatcctggaaaagatggacggeaccgaggaactgetcgtgaagcetgaacagagaggacctgetgeggaageage
ggaccttcgacaacggcagcatcceccaccagatecacctgggagagcetgeacgccattctgeggeggeaggaagattttt
acccattcctgaaggacaaccgggaaaagatcgagaagatcctgaccttcegeatccectactacgtgggecctetggecag
gggaaacagcagattcgectggatgaccagaaagagcgaggaaaccatcacceectggaacttcgaggaagtggtggac
aagggcgcttccgeccagagcttcatcgageggatgaccaacttcgataagaacctgeccaacgagaaggtgctgeccaa
gcacagcctgctgtacgagtacttcaccgtgtataacgagctgaccaaagtgaaatacgtgaccgagggaatgagaaagec
cgccttectgagcggegageagaaaaaggecatcgtggacctgetgttcaagaccaaccggaaagtgaccgtgaagcage
tgaaagaggactacttcaagaaaatcgagtgcttcgactcegtggaaatctccggegtggaagateggttcaacgecteecty
ggcacataccacgatctgctgaaaattatcaaggacaaggacttcctggacaatgaggaaaacgaggacattctggaagata
tcgtgctgaccctgacactgtttgaggacagagagatgatcgaggaacggctgaaaacctatgeccacctgttcgacgacaa
agtgatgaagcagctgaageggeggagatacaccggetggggeaggetgagecggaagetgatcaacggeatceggga
caagcagtccggcaagacaatcctggatttcctgaagtccgacggettcgccaacagaaacttcatgcagetgatccacgac
gacagcctgacctttaaagaggacatccagaaageccaggtgtccggecagggegatagectgeacgageacattgecaa
tctggceggeagecccgccattaagaagggeatectgeagacagtgaaggtggtggacgagetegtgaaagtgatgggec
ggcacaagcccgagaacatcgtgatcgaaatggccagagagaaccagaccacccagaagggacagaagaacagecge
gagagaatgaagcggatcgaagagggcatcaaagagetgggcagecagatcctgaaagaacaccecgtggaaaacace
cagctgcagaacgagaagctgtacctgtactacctgcagaatgggegggatatgtacgtggaccaggaactggacatcaac
cggctgtcecgactacgatgtggaccatatcgtgectcagagcettictgaaggacgactccatcgacaacaaggtgetgacca
gaagcgacaagaaccggggcaagagcgacaacgtgecctccgaagaggtegtgaagaagatgaagaactactggegge
agctgctgaacgccaagctgattacccagagaaagttcgacaatctgaccaaggcecgagagaggeggectgagegaactg
gataaggccggcttcatcaagagacagetggtggaaacccggeagatcacaaagcacgtggceacagatectggacteeey
gatgaacactaagtacgacgagaatgacaagctgatccgggaagtgaaagtgatcaccctgaagtccaagetggtgtecgat
ttccggaaggatttccagttttacaaagtgcgcgagatcaacaactaccaccacgeccacgacgectacctgaacgecgtegt
gggaaccgccctgatcaaaaagtaccctaagetggaaagegagttcgtgtacggegactacaaggtgtacgacgtgegga
agatgatcgccaagagcgagcaggaaatcggcaaggctaccgcecaagtacttcttctacagcaacatcatgaactttttcaag
accgagattaccctggccaacggcegagatccggaageggectctgatcgagacaaacggcegaaaccggggagategtgt
gggataagggccgggattttgccaccgtgcggaaagtgetgageatgceccaagtgaatatcgtgaaaaagaccgaggty
cagacaggcggcttcagcaaagagtctatcctgcccaagaggaacagegataagcetgatcgecagaaagaaggactggg
accctaagaagtacggceggcttcgacagcecccaccgtggectattetgtgcetggtggtggecaaagtggaaaagggceaagt
ccaagaaactgaagagtgtgaaagagctgctggggatcaccatcatggaaagaagcagcttcgagaagaateccategact
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b)

d)

9)

ttctggaagccaagggctacaaagaagtgaaaaaggacctgatcatcaagcetgcectaagtacteectgttcgagetggaaaa

cggccggaagagaatgetggectetgecggegaactgcagaagggaaacgaactggecctgecctecaaatatgtgaactt
cctgtacctggecagecactatgagaagetgaagggetcecccegaggataatgagcagaaacagctgtttgtggaacagea

caagcactacctggacgagatcatcgagcagatcagegagttctccaagagagtgatcctggecgacgctaatctggacaa

agtgctgtccgectacaacaagcaccgggataagceccatcagagagcaggcecgagaatatcatccacctgtttaccctgace
aatctgggagcccctgecgecttcaagtactttgacaccaccatcgaccggaagaggtacaccagcaccaaagaggtgcty

gacgccaccctgatccaccagagcatcaccggectgtacgagacacggatcgacctgtctcagetgggaggegacaaaag
gcecggeggecacgaaaaaggecggecaggcaaaaaagaaaaagtaactcgag

Origen y funcion especifica de cada parte del inserto:

- B-tub-targ_seq: Origen: 1. Funcion: Facilitar insercion en el gen de la tubulina B de
T. cruzi.

- T7 RNA Pol: Origen: 1236. Funcion: Secuencia de la polimerasa del bacteriéfago
T7.

- NEO: Origen: 4262. Funcién: Otorgar resistencia a la neomicina.
- Cas9: Origen: 5701. Funcidn: Secuencia para la enzima Cas9.
Descripcion del método utilizado para la transformacion:
Electroporacion.

Informacion sobre los genes estructurales presentes en el inserto:

Los genes estructurales T7 RNA Pol, NEO y Cas9 permiten el desarrollo de un sistema
de edicion genética CRISPR-cas9 y la identificacion de los transfectantes en cultivo.

Informacion sobre los elementos reguladores presentes en el inserto:

El transcrito posee varias secuencias no codificantes pertenecientes a UTRs de T. cruzi.
¢El inserto ha sido secuenciado completamente?

Si.

¢Contiene secuencias que no son necesarias para la funcion deseada? En caso
afirmativo, especifiquese.

No.
¢ Contiene secuencias cuya funcion es desconocida? En caso afirmativo, especifiquese.

No.
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Inserto 2: Incluye los genes D-F, amplificado de pTRIX2-LucNeon-Hyg.

a) Dimensiones del inserto, mapa de restriccion y secuencia:

Longitud: 4973 bp.

Mapa de restriccion:

*Hpyleell Bsril
T142 a8

BsrDI
-
-

11 L 1

Mwol - Becl
N A
BtsCI BtsCI
T2 a8 J
*PaeR71 BsmI
B46 aa A N 372 aa

1 s I 1 L 4973

*Nael
*NgoMIy
BamHI
AFLIII
BsrDI
Bsu3cl
Kpnl
AccE51
#PluTl
*5fol
*Narl
*Kasl
¥Fspl

Mfel Ndel
*Agel ¥RsrIl
PFIMI *Puul
Becivl *AsiSI
¥Pspil EcoRI
*¥¥hol *¥PshAl
*PaeR71 *NotI
*BmgBI Xmnl
Dral Azel
BtsI
BpuEl
*¥SnabI
BgllI

*Ecil *TspMI
Shfl #SexAl
Bmr1

*HincII

*Smal
*Srfl
#¥mal

Secuencia:

gacgtcggtgcaccctgggatatttgcgeacccacctttccegtegeaatcggegecgtecgaacgeggaaatgttccgaga
ataatacggctgggcetgegecegegegttceccgegtgaaccaactattgtgcgatgtgeagceatectattgtggtgctttaceg
cacaccagtttccttgeggggcttatttggtgtgttggatttttaattttttgatgattcggaggaattttttgcaatttitgggtaccect
aaaaaaattttggagtttccggggttcgatccaacttgtgcttttttaaccgtccatttgtgtctagtacatcatggageggtattete
tccggtggeccaggtggegteggaaggaatcggtgteccteaggatgtttggtttttegttttttttittgeggtettttgtitcgeat

cgccgtategtgtgcggegegaccttetttttggetcattggtcagtgaggtttataataaagtggatcatttgggtttttggeccttt
gcggcegeacccgeggaatgggggagggattttcatataattgtagtgtacacattgtgtgtgggtegcaaaatgtcatgecgt

gtgcaatgtttatttgcgtgctgtgegtgtecttttgtgattccaccacttgtgtgtattttaccttatcgtctctecctgeegttggety
tgcgtgaattgtgcttcgcattcgtgggaaatcaaaaggggaatcaacgtgttctttttttttcagaaggggagtcaaagegecg

tgtggatgccaagtctgtgcaagagttctagtggatccatggaggacgccaagaacatcaagaagggaccageccecttcta
cceectggaggacggcacagecggegageagcetgcacaaggecatgaageggtacgecctggtgecaggeaccatege
cttcaccgacgcccacatcgaggtgaacatcacctacgecgagtacttcgagatgagegtgeggetggecgaggecatgaa
gcggtacggcectgaacaccaaccaccggategtggtgtgcagcgagaacagectgeagttettcatgceegtgetgggage
cctgttcatcggegtggeegtggecccagecaacgacatctacaacgagegggagetgctgaacageatgaacatcagec

agcccaccgtggtgttcgtgagcaagaagggcectgcagaagatcctgaatgtgcagaagaagetgceccatcatccagaaga
tcatcatcatggacagcaagaccgattaccagggcttccagagcatgtacaccttcgtgaccagcecacctgeccccaggctte
aacgagtacgacttcgtgcccgagagcttcgaccgggacaagaccatcgecctgatcatgaacagcageggeageaccgg
cctgeccaagggcegtggecctgecccaccgggecctgtgegtgeggttcagecacgecagagaceecatcttcggeaace
agatcgcccccgacaccgecatectgagegtggtgeccttccaccacggettcggeatgttcaccaccetgggetacctgat

ctgeggcttcegggtggtyctgatgtacaggticgaggaggagcetgttectgeggagectgcaggactacaagatccagac

cgcecctgetggtgeccaccetgttcagettectggecaagageaccetgatcgacaagtacgacctgageaacctgeacgag
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atcgcctctggeggagecccactgagcaaggaggtgggegaggecgtggecaagggcttccacctgecaggeateeggce
agggctacggectgaccgagaccaccagegecatectggtgaceeecatcggegacgacaageccggagecgtgggea
aggtggtgcccttcttcgaggecaaggtggtggacctggacaccggcaagaccetgggegtgaaccagagaggegagcet
gtgcgtgagaggecccatgatcatgageggctacgtgaacaaccccgaggecaccaacgcecctgatcgacaaggacgge
tggctgcacageggegacatcgectactgggacgaggacgageacttettcatcgtggaccggetgaagagectgatcaag
tacaagggctaccaggtggceeccagecgagcetggagageatectgctgcageaccecaacatcegggacgeeggagtgg
ccggactgeccgacgacgacgecggagagetgecageegecgtggtggtgctggagcacggeaagaccatgaccgaga
aggagatcgtggactacgtggccagecaggtgaccaccgecaagaagetgagaggeggegtggtgttcgtggacgaggt
gcecaagggcectgaccggcaagetggacgecagaaagatccgggagatectgatcaaggecaagaagggeggeaagat
cacggegggeccgggcteggegacggtetcgaaaggtgaggaagacaatatggecagettgecagcaacgeacgagett
catatatttgggtcgatcaacggtgtggatttcgacatggtgggtcaaggcacaggtaatcctaatgacgggtatgaagaactc
aatttgaagagcactaagggagatctccagttttccccgtggattettgtgcegeatattggttatggttttcatcagtacttaccat
accccgatggaatgtcgeccttccaageagctatggtggacggetcggggtatcaagtacatcgeaccatgcaatttgagga
cggagcatccctcaccgtaaactaccgctatacgtatgaggggagecacataaaaggtgaggctcaagttaaaggcacagg
cttcccagetgacggeccggteatgaccaattcattaaccgctgetgattggtgcecgtictaagaagacctaccctaacgacaa
gacgatcattagtacttttaagtggagttataccacaggaaacggaaagcggtatcgaagcactgctcgaacaacctacacatt
tgcgaagccaatggecgegaactacttgaagaaccagcecaatgtatgtgtitcgaaaaacggaactgaageattcgaaaace
gagcttaattttaaagagtggcagaaggcegtttacagacgtgatggggatggacgaattgtataagtgactcgagecatttacy
actccaaggcaacgctgcagaacaacctgccgaaggagegcecgcttettcaagattgtgtegtggtacgacaacgagtggg
gatactcccaccgegtggtggaccttgtacgecacatggectcgaaggategticggeaaggttgtaggegtggegatgactt
caggtctttcttttgcgaatagggatcttataatacacgatgcgtgtcccgtgatgatcgttaccggtgctgecacgatccaatty
acacagcgtcaagagcaaaacaattttacttttccctttaaggacaacaacaaaaaaatatataacttttttttctttttttttttttttga
aattatatttatggtcatctttgggaaacaaaaagcagcaatttaatgatgcggaaggatgagtgaaataatgtttaatcaatgtac
gaggatttggggtattgcaaggaaaatgtagatgatttaattgggtgtgtgatgcagcttgtggtaatttttgctcactteecttttty
ccacatctttttagtttttctgcttttctttceccattattccacttgtetetcttttcecacgtttcctgcacgaatgcagaaagtgatattt
ttactttgaaagccatctaccaacaacaattacattgaacagaatttgggattgcgaattaattcctgcageccegegtgtggect
cgaacaccgagcgaccctgcagecaatgcggecgcatgaaaaagectgaactcaccgegacgtetgtcgagaagtttctga
tcgaaaagttcgacagegtctecgacctgatgcagcetctcggagggegaagaatctegtgctttcagettcgatgtaggaggg
cgtggatatgtcctgcgggtaaatagetgcgeegatggtttctacaaagatcgttatgtttatcggeactttgcatcggeegeget
cccgattccggaagtgcttgacattggggaattcagcgagagcectgacctattgeatcteecgecgtgcacagggtgtcacgt
tgcaagacctgcctgaaaccgaactgeccgctgttctgcagecggtecgeggaggecatggatgegatcgetgeggecgate
ttagccagacgagegggttcggeccattcggaccgcaaggaatcggtcaatacactacatggegtgatttcatatgegegatt
gctgatccccatgtgtatcactggcaaactgtgatggacgacaccgtcagtgegteegtegegeaggcetetegatgagetgat
gctttgggecgaggactgecccgaagtcecggeacctegtgcacgeggatttcggetccaacaatgtectgacggacaatgg
ccgcataacageggtcattgactggagegaggegatgttcggggattcccaatacgaggtegecaacatcttettctggagg
ccgtggttggcettgtatggageageagacgegcetacttcgageggaggeatccggagcttgcaggatcgecgeggeteey
ggcgtatatgctcegeattggtcttgaccaactctatcagagcttggttgacggeaatttcgatgatgcagettgggegeagggt
cgatgcgacgcaatcgtecgatccggagecgggactgtcgggegtacacaaatcgeccgeagaagegeggecgtetgga
ccgatggetgtgtagaagtactcgecgatagtggaaaccgacgecccageactcgtccgagggcaaaggaatag

b) Origen y funcion especifica de cada parte del inserto:

- RRNA promoter. Origen: bp 659.: Permite el inicio de transcripcion del constructo.

- LUC::NEON fusion gene. Origen: 1481. Producto de fusion de los genes de la
luciferasa y mNeongreen (D-E). Otorga bioluminiscencia y fluorescencia verde.

24 de 47



- HygR: Origen: bp 4606: Otorga resistencia a la higromicina.
c) Descripcion del método utilizado para la transformacion:
Electroporacion.
d) Informacion sobre los genes estructurales presentes en el inserto:

Los genes estructurales LUC::NEON y HygR otorgan a los parasitos transfectados
bioluminiscencia y fluorescencia verde, asi como resistencia a la higromicina,
respectivamente.

e) Informacion sobre los elementos reguladores presentes en el inserto:

El transcrito posee el promotor RRNA que favorece la integracion y transcripcion del
transcrito. Posee ademas varias secuencias no codificantes pertenecientes a UTRs de T.
cruzi.

f) ¢Elinserto ha sido secuenciado completamente?
Si.

g) ¢Contiene secuencias que no son necesarias para la funcion deseada? En caso
afirmativo, especifiquese.

No.
h) ¢Contiene secuencias cuya funcion es desconocida? En caso afirmativo, especifiquese.

No.

Inserto 3: Incluye los genes G y H, amplificado de pPOTc-blast-blast-3-myc-mScarlet-3-
myc.

Dimensiones del inserto, mapa de restriccion y secuencia:
Longitud: 2091 bp.

Mapa de restriccion:
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Secuencia:

atgggttctggtagtggttecggttceggttctgagcagaagctgataagtgaagaagacttgggetccgageaaaagetgatt
tcggaagaggatctgggctctgagcagaagctgatttctgaagaggatcttaagettgtaagcaaaggggaggctgtcataaa
ggaatttatgcgatttaaagtgcacatggaagggagtatgaacggecatgagtttgaaatagaaggagagggagaggggcy
cccttacgaaggtactcagacggcgaagctcaaagtgactaagggaggtectctgecgtttagetgggatatactttcaccee
agttcatgtatggcagccgegegttcacgaagcaccecgeagatatcceegattactataaacagtcatttcctgaggggttea
agtgggaacgagtaatgaactttgaggatggtggcgctgtaacggtaacacaagatacctegetcgaagacggtacgctcat
ttacaaagtgaagctgcgcggaacaaattteectectgatggaccagtaatgcagaaaaagactatgggatgggaagecteg
acggaacgtctctacccggaggacggggtgctgaaaggggatattaaaatggeactccgactgaaagacggeggeaggta
tcttgctgattttaaaaccacgtacaaagctaaaaagccagtgcagatgcectggagegtataacgtagaccgaaaactcgaca
ttacgtcgcataacgaggactatacggtagtcgaacagtatgagaggtctgaagggaggcattcaactggtggtatggatga
gttgtataagggatccgagcagaagctgataagcgaggaagacctgggtagtgaacagaagetgatctcagaagaggacct
tggctcagaacaaaaactcatctcagaggaagatcttggatcaggatctggatcaggatcgggtagttaagagetcggacce
acttgttagaggcatcagtcgcggegggtggactggeggceaacgccatgecccegcaactatagatagattagcaacggty
ataggaagggagcaagacacttggggctgctcggcetgacggecacacgtagatatatatatatatatacacatgtgtgtgtgtg
cgtgtgcagtgaggcacgcteecctetgtgatcaccagtectcatgggegtecagetgeaccttctetetetttetetectttttttc
ctttctttttgccectegetetcacacaccgcgcagaaccaagcaaccaagcacacagcetaaacaaacacagcaaggcetage
catgcctttgtctcaagaagaatccaccctcattgaaagagcaacggctacaatcaacagcatceccatctctgaagactacag
cgtcgecagegceagcetetetctagegacggecgceatcttcactggtgtcaatgtatatcattttactgggggaccttgtgcagaa
ctcgtggtgctgggeactgctgctgetgcggeagetggeaacctgacttgtatcgtcgegatcggaaatgagaacagggge
atcttgagcccctgeggacggtgecgacaggtgcttetcgatctgcatcctgggatcaaagecatagtgaaggacagtgatg
gacagccgacggeagttgggattegtgaattgctgecctctggttatgtgtgggagggctaactcgagageggecttcagge
caggcgcagggagggggcegcaacatgttagatgcacctgggtggecgtegtcgetgagecacggtgacccacacgtage
cctatagaataggattggtttgttgttttcttttegttttctactgectetcteccaactgttgtgtaggtetctgeggegecteggeat
cggtgcettggecgceattgtggegtgecgtgegctttttectetgetttggecgeaggtetectgecceegececttetetecteectt
tgtttcccaagatcaaagccaagccaaggaacccaaccatactttatttgtattttttttttgtttitcgcagacaagggeacaggte
tctcaaattgg

a) Origeny funcién especifica de cada parte del inserto:

- Primer binding site 22. Origen: np 1161: Permite la amplificacion de mScarlett
dentro del ORF de un gen existente, facilitando el marcaje del mismo.

- trypmScarlet: Origen: bp 1299. Permite la incorporacion de la proteina fluorescente
mScarlet al extremo 3’ 0 5° de un gen para otorgarle fluorescencia roja.
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b)

d)

9)

- 5’ UTR: Regula la expresion del gen BLAST.

- BLAST: Origen: bp 2481. Otorga Resistencia a la blasticidina.
Descripcion del método utilizado para la transformacion:
Electroporacion.

Informacion sobre los genes estructurales presentes en el inserto:

Los genes estructurales trypmScarlet y BLAST otorgan fluorescencia roja y resistencia
a la blasticidina, respectivamente.

Informacion sobre los elementos reguladores presentes en el inserto:

La secuencia 5° UTR permite regular el nivel de expresion del gen BLAST.
¢El inserto ha sido secuenciado completamente?

Si.

¢Contiene secuencias que no son necesarias para la funcion deseada? En caso
afirmativo, especifiquese.

No.
¢ Contiene secuencias cuya funcion es desconocida? En caso afirmativo, especifiquese.

No.

Inserto 4: Incluye el gen I, amplificado de pTPuro

a) Dimensiones del inserto, mapa de restriccion y secuencia:

Longitud: 1854 bp.

Mapa de restriccion:
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Secuencia:

gtataatgcagacctgctgcagecgttgeattggtggtegtetetgecgetgeecceececcttceeegtctatacgtgagtac

gttcgtgtgtgtgctatccgeggcttcacaacgcttgettggtgcaagagggttgcggegcetgegaccgteataacacggegg
acaaggcgcacgcgcgcacaccacagggtcacgacatatcacgagcegtaatcgcatccgecacgacgcggcecaacacact
actctctctctctgecgatceeccteeccctttetetttgetttcacatgtgeacctecgectctacaggtttctctcacgaatctaag
cgaaaacacagttcaccgecgcaactacatcgeagtectcecegtgecgtacaatccatctegecttcceactctgageacat

acacccacattcccacattttcttttgcggtctttcataatgactgaatacaagccaacggttegtcttgctacgcgagacgatgtgy
ccgcgggcecgtacggacgetggetgetgegttegetgattatcccgecacccgacatacggttgacccagatcgacacattg
agcgagtcacagaacttcaagagttattcttaacacgggtgggettggacattggtaaggtttgggttgcggacgatggegeg
gctgttgeggtgtggacgacgecagagtcagtcgaagegggegeagtgtttgctgagatcggtecccgaatggeggagctt
agcgggtcacgcctegetgcacaacagcagatggaaggtetgttggcaccacatagacctaaggageeggcttggttcttag
cgacagttggcgtcagtccggaccaccaaggtaaggggctgggttcageggttgttettccaggagtagaggctgcggaaa
gggcaggtgtgccggegttecttgaaacgtctgcaccacgtaaccttectttttacgagagattggggtttacagtaacageag
atgttgaagtgcctgaagggcecgaggacatggtgcatgacacgtaagccgggagectaagtcgagegcteacctctgaata
cgcgagtctcttttggtctectgetetgacgectcttttetgattectgttectttggctgaaagaagtgeatcegeatggttgtcttg
gaacagggacagcgaggegegcetggeggceaaccgegtgegeacgtgecgetgagggaacctcatatatttctttttttttgtt
ttcattgctaattttctgtgtgtctttttcteggectcttgtcgegtetgeteceectetetcaccactgatggggegetagegagge

ggaaaggtcagagcttcctegttataagtcattagaagggctgcacgggceacaccctatgaaggaggaaggggtgctgegt
ggaaaagggagcgcagttggecagaacgcaagegtgegegcttgtaggtgggegettgettgctactttttttctetecgetet
gctctggetagegatcttcgecattgccgagtgggtgttggectgtetcagagactgcaacactgcetteecggtacgggcetgty
tgtggtcatcgegtgtgcgeggctgcaacgtgtgtagggggaatacaggeacggtectecttegatctecgetgecatggac

gegtectgtggaagagectgectgeggattgectttatgcgggegctettecatetetgeggeageacaactttctgegegtgtt
gttcctetgtttgttetttggcatctecgcttetgttggtgatgggtactgectegtgtetccatgaactacaacgacgcacaggtct
ctcaaattgg

b) Origen y funcidn especifica de cada parte del inserto:
- PuroR: bp 3322. Otorga resistencia a la puromicina.

c) Descripcion del método utilizado para la transformacion:
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Electroporacion.
d) Informacion sobre los genes estructurales presentes en el inserto:

El gen PuroR otorga resistencia a la puromicina.
e) Informacion sobre los elementos reguladores presentes en el inserto:

Posee ademas varias secuencias no codificantes pertenecientes a UTRs de T. cruzi.
f) ¢Elinserto ha sido secuenciado completamente?

Si.

g) ¢Contiene secuencias que no son necesarias para la funcion deseada? En caso afirmativo,
especifiquese.

No.
h) ¢Contiene secuencias cuya funcion es desconocida? En caso afirmativo, especifiquese.

No.

Inserto 5: Incluye el gen H, amplificado de pPOTc-blast-blast-3-myc-mScarlet-3-myc
i) Dimensiones del inserto, mapa de restriccion y secuencia:
Longitud: 1165 bp.

Mapa de restriccion:

$Bgll Hphl
N 225 aa g
1 1 1 1 1 L 1 L 1 1 1 1 1 L 1 L 1 1 1 1 | L 1 1. 1165
|1 [ 1 e e e orrnrm [ \ I | Il
“bal Mlyl BsmA L #Alwl ¥BsaHI kpnl
BfuRl Plel CspCl BstNI #Bcll AccaS]
BspMI ¥Pmll EcoRI #3crfl Nepl
BspHI Apal #PspiGI Alel
*Bgl1 BstYl #5tyDdI Pcil
*¥Sacll Bglll *#B=abl NmeAlll
Msel BsiHKAI Banll Hpyl6aIl
Earl *Nael ¥Puul Ncol
¥Bsrfl ##Nrul
¥NgoMIV BseYl
Pstl BmrI
*Eagl
Acul
*0rdl
BbsI
BcoDI
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Secuencia:

gtataatgcagacctgctgceatcctttgtggegtttcttgtttttacaagcgtctagaageactttttttegttttcttttitttgatttaggcetecttca
ccctetteegtttttttttttttttaatgccgegggacgtagecctctgggeggetegtggtgegegtgtggttttcatgacgggecgeacgty

aagtatagagggagtctgattgctgtgcgggtggaggtgeccgatgetetegecctgtttgtgtgtcetgtgtgtttggetgcagetgctctty
ccggctetccgetgatgtgetetttttectcteattttctectgegettttcgactgctcgegeaagatctctgcgaacaagcaaccagaacca
agtacgaaccaaggaattcatgcctttgtctcaagaagaatccaccctcattgaaagagcaacggcetacaatcaacagcatecccatctct
gaagactacagcgtcgccagegeagcetctctctagegacggecgcatcttcactggtgtcaatgtatatcattttactgggggaccttgtge
agaactcgtggtgctgggeactgctgctgctgcggeagetggeaacctgacttgtatcgtcgegatcggaaatgagaacaggggeatct
tgagccectgeggacggtgecgacaggtgcttetcgatctgeatcctgggatcaaagecatagtgaaggacagtgatggacagecgac
ggcagttgggattcgtgaattgetgecctetggttatgtgtgggagggcetaaccatggggacccacttgttagaggeatcagtcgeggeg
ggtggactggcggceaacgcecatgecccecgeaactatagatagattagcaacggtgataggaagggageaagacacttggggctgete
ggctgacggcecacacgtagatatatatatatatatacacatgtgtgtgtgtgegtgtgcagtgaggeacgcteccctctgtgatcaccagte
ctcatgggegtccagetgeaccttctctctctttetetectttttttectttctttttgecectegetcetcacacaccgcgcagaaccaageaace

aagcacacagctaaacaaacacagcaagggtacctatgggttctggtagtggttcegg

j) Origeny funcion especifica de cada parte del inserto:
- BLAST: bp 16. Otorga resistencia a la blasticidina.
k) Descripcion del método utilizado para la transformacion:
Electroporacion.
I) Informacion sobre los genes estructurales presentes en el inserto:
El gen BLAST otorga resistencia a la blasticidina.
m) Informacién sobre los elementos reguladores presentes en el inserto:
Posee ademas secuencias no codificantes pertenecientes a UTRs de T. cruzi.
n) ¢Elinserto ha sido secuenciado completamente?
Si.

0) ¢Contiene secuencias que no son necesarias para la funcion deseada? En caso afirmativo,
especifiquese.

No.
p) ¢Contiene secuencias cuya funcion es desconocida? En caso afirmativo, especifiquese.

No.
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VI. INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE

1) Estado y expresion del material genético introducido:
a) ¢Esun plasmido libre?
No.
En caso afirmativo:
i) NUmero de copias: NA
ii) ¢El plasmido recuperado corresponde al construido? NA
b) ¢Esta integrado en los cromosomas nucleares?:
En caso afirmativo: Si
i)  namero de copias:
Desconocido en todos los casos.
ii) localizacion cromosémica:
Desconocido en todos los casos.
iii) secuencias colindantes
iv) ¢Lainsercion activa o inactiva la expresion de otros genes?:
No.
c) Sise trata de un virus: NA
i) Lainsercion es especifica []
i) La insercion se produce al azar ]
iii) Existe la posibilidad de formacion de particulas viricas [_]

d) Analisis moleculares realizados relativos a la expresion del producto deseado (PCR,
Northern, secuenciacion, otros):

iv) Determinacion de la estructura del inserto (secuenciacion) <
v) Transcripcionales (nivel de sintesis de mMRNA) []
vi) Traduccionales (nivel de sintesis de proteinas) ]
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Aportar toda la documentacion al respecto.

- La correcta expresion de los productos de los genes spCas9, LucNeon, asi como
de los cassettes de resistencia a higromicina y neomicina ha sido confirmada en
la siguiente publicacion: Costa FC, Francisco AF, Jayawardhana S, Calderano
SG, Lewis MD, Olmo F, Beneke T, Gluenz E, Sunter J, Dean S, Kelly JM,
Taylor MC. Expanding the toolbox for Trypanosoma cruzi: A parasite line
incorporating a bioluminescence-fluorescence dual reporter and streamlined
CRISPR/Cas9 functionality for rapid in vivo localisation and phenotyping. PLoS
Negl Trop Dis. 2018; 12(4):e0006388).

- La correcta posicion de los insertos de mScarlet+BSD fue evidenciada
fenotipicamente al confirmar la presencia de fluorescencia roja en los parasitos
transfectados, asi como evidenciando la presencia de productos de PCR del
tamafio correspondiente a los insertos al purificar DNA genémico de las cepas
transfectadas (Figura 1). La insercion de los casetes de resistencia a puromicina y
blasticidina fue confirmada mediante la amplificacion de las secuencias de
interés en DNA genomico purificado de los paréasitos transfectados (Figura 2). En
todos los casos se us6 un forward primer especifico para una secuencia presente
aguas arriba al inserto y un reverse primer especifico para una secuencia propia
del inserto, por lo que la amplificacion de un producto del tamafio esperado
indica la adecuada insercion de los moldes de DNA transfectados en el gen diana
(datos preliminares no publicados).

Figura 1:

Esmeraldo Non-Esmeraldo

Group

TcCLB.510659.250* Neg. cont
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TcCLB.510743.50
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1: Insercion de mScarlet en TcCLB.510743.50, 318 bp.
2: Insercion de mScarlet en TcCLB.510659.257, 318 bp.
3: Insercion de mScarlet en TcCLB.510743.60, 289 bp.

Productos de PCR de TcCLB.510659.257 no obtenidos por crecimiento lento de los parasitos.

Figura 2:
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1: Insercion del casete de resistencia a blasticidina en los genes TcCLB.510743.60 y
TcCLB.510659.250: 836 bp.

2: Insercidn del casete de resistencia a puromicina en el locus del gen TcCLB.510743.50. 952 bp.

3: Insercidn del casete de resistencia a blasticidina en el locus del gen TcCLB.510743.50: 823 bp.
4: Insercion del casete de resistencia a blasticidina en el locus del gen TcCLB.510659.257. 826 bp.
5: Insercidn del casete de resistencia a puromicina en el locus del gen TcCLB.510659.257: 955 bp.

2) Caracteristicas genéticas y fenotipicas modificadas del organismo receptor como resultado de
la manipulacion genética:

a) ¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a la capacidad de supervivencia
fuera de las condiciones de cultivo? En caso afirmativo, especifiquese:

No.

b) ¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta al modo o tasa de reproduccion?
En caso afirmativo, especifiquese:

No.

c) ¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a la patogenicidad para el hombre,
plantas o animales? En caso afirmativo, especificar:
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d)

No.

¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a los posibles efectos sobre el
medio ambiente? En caso afirmativo, especifiquese:

No.

¢ Es diferente el OMG en cuanto a las caracteristicas nutricionales? En caso afirmativo,
especifiquese:

No.

Marcadores especificos del OMG:

En cada caso la expresion del correspondiente gen reportero les diferencia de sus cepas parentales no
modificadas.

VII.

3) Estabilidad genética del OMG (Estado y secuencia del inserto después de un cierto nimero de
generaciones):

Todas las cepas modificadas solicitadas contintan expresando las proteinas clonadas incluso
afios después de realizados los clonajes y tras multiples pases en cultivo. Dicha expresion se
realiza en todos los casos en ausencia de la droga de seleccion, por lo que se trata de
microorganismos modificados muy estables genéticamente.

4) Posibilidad de transferencia de material genético a otros organismos:

Nula.

5) Descripcion de métodos de identificacion y aislamiento empleados:

a)

b)

Técnicas utilizadas para la identificacion del OMG:

Se pueden identificar mediante ensayos especificos para la determinacion de la
actividad de las proteinas reporteras que portan. Las cepas que portan proteinas
fluorescentes (mScarlet y mNeonGreen) pueden ser visualizadas también por medio de
técnicas de fluorometria de flujo o microscopia de fluorescencia.

Tecnicas empleadas para aislar el OMG en el medio ambiente:

El OMG no esta nunca en el medio ambiente.

DESCRIPCION DE LAS OPERACIONES

1) Naturaleza de las operaciones:
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a) Ensefianza []
b) Investigacion X
c) Desarrollo []
2) Volumen o cantidad de OMG a utilizar:
a) Volumen maximo en el caso de microorganismos:

En caso de cultivo para ensayos masivos de cribado de compuestos el méximo volumen
que se manejaréa sera inferior a 100 ml de cultivos parasitarios.

b) Numero de plantas: NA.
c) NuUmero de animales: NA.
3) Periodo previsto para la actividad de utilizacién confinada:

(Debe concretarse lo més posible la duracién de la actividad por ejemplo, teniendo en
consideracion la duracion de la financiacion de los proyectos a los que estan asociados las
actividades con los OMG).

El periodo previsto sera desde febrero de 2023 hasta fin del proyecto, con una duracion inicial
estimada de 5 afios.

4) Finalidad de la actividad de utilizacion confinada, incluidos los resultados esperados:

La finalidad es determinar el proceso de patofisiologia de la infeccion por T. cruzi y testar
compuestos quimicos que puedan inhibir su replicacion y crecimiento en funcion de los
descubrimientos realizados. En Gltima instancia, el objetivo de la investigacion es encontrar
nuevas terapias frente al mal de Chagas.

5) Origen del OMG: indicar si el OMG procede de otro centro o empresa (sefialar nombre y
ubicacion), y si es asi, si dicho centro o empresa estd registrado conforme a la normativa
espariola y/o europea vigente sobre OMG. En el caso de centros espafioles, indicar el nimero
de notificacion si se conoce:

Todas las cepas descritas en este documento provienen del laboratorio del Profesor John Kelly
de la London School of Hygiene and Tropical Medicine (LSHTM), Londres, Reino Unido,
registrada en el Health Services Executive del Reino Unido, bajo el nimero: GM654/99.2.

6) Informacion sobre el transporte de los OMG en el caso de que provengan de, o se destinen a
otros centros o instalaciones, asi como descripcion de las medidas adoptadas durante el mismo
en virtud de la legislacion aplicable? (tipo de transporte, manejo y embalaje, documentacion de
acompariamiento e identificacién oly etiquetado):

2 Legislacion vigente que afecta al transporte de OMG:
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El transporte del microorganismo desde los organismos remitentes a nuestras instalaciones
se realizara siguiendo el protocolo definido por la IATA, en cumplimiento de la legislacion
internacional vigente.

Todas las cepas de Trypanosoma cruzi genéticamente modificadas estan clasificadas por la
IATA como "Dangerous Goods Division 6.2" al ser infecciosas para humanos y animales y
estar genéticamente modificadas.

El cddigo es UN2814 (infectious to humans). Risk group 3: high individual and low
community risk (i.e. causes serious disease but does not spread readily, effective treatment
and prevention available).

El transporte se realizard con empaquetado definido como Packing Instruction 602, que
consiste en tres componentes:

- Un receptaculo primario con la sustancia infecciosa con suficiente material absorbente
entre el receptaculo primario y el secundario.

- Un receptaculo secundario.

- Un contenedor exterior de al menos 100 x 100 mm.

El receptaculo primario o el secundario serdn capaces de resistir una presion interna
produciendo un diferencial de no menos de 95 kPa para liquidos entre -40°C y +55°C. El
contenedor exterior estara marcado con “inner packagings comply with prescribed
specifications”. Una lista enumerando los contenidos sera incluida entre el receptaculo
secundario y el contendor exterior. EI nimero UN2814, el nombre de envio o técnico y la
declaracion de envio (3 copias) se adjuntaran con el envio. Una etiqueta de 'UN Class 6.2
‘Infectious Substance’ sera colocada en el contenedor exterior. La direccion completa,
nombre y numero de teléfono del remitente y del destinatario se colocara visible en el
contenedor exterior.

En la seccion "Additional handling information” en el paquete se leera 'Prior arrangements as
required by the IATA Dangerous Goods Regulation 1.3.3.1 have been made’. El volumen
total de la sustancia infecciosa estard marcado en el exterior del paquete. No se incluira COo,
ni ningun otro refrigerante.

7) Descripcion de los métodos de manejo de los OMG (incluyendo descripcion de las fases de
cultivo y concentracion maxima de OMG en el cultivo):

(ADR) Clase 6.2 (Materias infecciosas) del Acuerdo Europeo de Transporte Internacional de Mercancias Peligrosas
por Carretera y principales modificaciones

Reglamento (CE) n° 1/2005 del Consejo, de 22 de diciembre de 2004, relativo a la proteccién de los animales durante
el transporte y las operaciones conexas y por el que se modifican las Directivas 64/432/CEE y 93/119/CE vy el
Reglamento (CE) n° 1255/97.

Reglamento (CE) n° 1946/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 15 de julio de 2003, relativo al movimiento
transfronterizo de organismos modificados genéticamente [Diario Oficial L 287 de 5.11.2003].

Avrticulo 18.2.c del Protocolo de Cartagena sobre Bioseguridad. Documentacion acompafiamiento en el movimiento
transfronterizo: https://bch.cbd.int/protocol/
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Todas las cepas se cultivaran in vitro en frascos y placas de cultivo celular en un laboratorio
tipo P3. Todo el personal sera entrenado a tal efecto para cumplir con la normativa vigente
actualmente en la instalacion en cuanto a la manipulacion de otros microorganismos tipo
BSL3. Como ya se ha descrito anteriormente, todas las manipulaciones de T. cruzi vivo
seran confinadas al laboratorio P3 y se realizaran de acuerdo a los protocolos establecidos
de manejo de este mciroorganismo. Se trabajara en placas multipocillo y en frascos de
cultivo. Placas y frascos de cultivo previamente sembradas con células provenientes de una
linea establecida de mamifero (p.ej. células Vero, 3T3 o LLC-MK2) se inocularan con
tripomastigotes del pardsito; 18 horas después se retiraran los parasitos que no hayan
conseguido ser internalizados mediante suaves lavados con tampén salino fosfato. A efectos
de validar el crecimiento de las células parasitarias se procedera a medir las distintas
actividades reporteras que porta cada una de las cepas modificadas segin convenga. Asi
mismo también se podria proceder a la cuantificacion del crecimiento de las células
parasitarias por el incremento de su ADN gendmico via PCR cuantitativa en tiempo real
(real time gPCR). Una vez estimada la tasa de replicacion, se realizardn estudios de
respuesta a distintas condiciones nutricionales en los medios de cultivo para conocer la
influencia del metabolismo lipidico en la tasa de crecimiento y el éxito replicativo de los
parasitos. En base a los resultados obtenidos también se testaran compuestos tripanocidas en
funcion del tiempo de exposicion y de la concentracién a la que han sido expuestos a fin de
clasificar los compuestos con actividad antiparasitaria en funcion de su potencia tripanocida
y su velocidad de accion.

8) Descripcion de las medidas de confinamiento y proteccion que vayan a aplicarse:

El laboratorio de seguridad bioldgica contencion 3 (laboratorios LSB-3) estd situado en la
planta -1 del edificio CEK del IDIBAPS. La entrada del laboratorio estd sefializada con el
simbolo universal de advertencia de riesgo bioldgico. El acceso a dicho laboratorio esta
restringido mediante control biométrico de forma que solamente se permite el acceso al
personal autorizado.

La conduccién de agua es independiente del resto de laboratorios del edificio CEK y en la
planta -3 se dispone de un digestor donde son tratados los efluentes. Las conducciones de aire
en el laboratorio LSB-3 también son independientes del resto de laboratorios del edificio CEK y
la aportacién de aire a la sala se realiza a través de cinco filtros y la extraccion por tres filtros,
en ambos casos son filtros absolutos, HEPA H13. El laboratorio esta disefiado para tener una
presion negativa de 25Pa entre la zona de trabajo y el pasillo y de 10Pa entre el transfer y el
pasillo. La regulacion del flujo y de la presion requerida es controlada a través del programa
informatico “Scada de clima”. A su vez, este programa permite el control de la presion negativa
de la sala y se activa una alarma cuando la presion es inferior a los 10Pa negativos.

El laboratorio LSB-3 esta dividido en tres zonas bien diferenciadas: zona transfer, zona de
trabajo y zona de limpieza. Los espacios entre mobiliario y equipos son accesibles para facilitar
una correcta limpieza. Las superficies de trabajo son impermeables al agua, resistentes al calor
moderado y a los disolventes organicos, acidos y alcalis, como también a los productos
desinfectantes utilizados para descontaminar superficies e instrumentos. Las cabinas de
seguridad bioldgica estan instaladas a la distancia necesaria de la puerta de entrada para evitar
fluctuaciones. Se dispone de una autoclave de doble puerta, donde seran introducidos los
materiales para ser desinfectados. Para la entrada y salida de material se dispone de SAS de
paso bioldgico y SAS de paso de puertas hinchables que permiten la esterilizacion con formol y
UV segun sea necesario. El laboratorio LSB-3 dispone de teléfono y una ventana de
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observacion de la zona de trabajo, de manera que se pueda ver sus ocupantes, asi como
comunicar los accidentes o incidentes que se puedan producir. Los laboratorios IDIBAPS
disponen de un programa de control de insectos y ratones.

Los usuarios deberan apuntarse en el registro de acceso al laboratorio LSB-3 a la entrada y a la
salida. Si el acceso se realiza en fin de semana o fuera del horario laboral el personal también
debe registrarse en la recepcion del centro ubicada en la planta O del edificio CEK para que el
personal de seguridad pueda localizarlos en caso de emergencia.

El nimero minimo de personas en el LSB-3 sera de 2 y el maximo permitido sera de 4.

Los usuarios deberan vestirse antes de acceder al laboratorio con los EPI requeridos: ropa de
trabajo, bata, gorro, cubre zapatos, mascarilla y doble guante. El acceso se realizara a través del
transfer. Las instalaciones estan disefiadas para tener una presion negativa entre las diferentes
habitaciones de la seccion.

El primer usuario que entre en el laboratorio debera realizar una revision general de la sala,
verificar el correcto funcionamiento de los incubadores y de los congeladores, comprobar el
correcto funcionamiento del enclavamiento de las puertas y comprobar que el valor del
marcador digital del interior de la sala sea superior a 20Pa negativos. Si el valor de la presion es
inferior a los 10Pa negativos o suena la alarma avisar al coordinador/a de los laboratorios
IDIBAPS o al personal responsable de vigilancia y control de los LSB-3.

En los laboratorios LSB-3 se seguiran las normas de seguridad bioldgica y los protocolos de uso
de los equipos. Todos los protocolos seran de lectura obligatoria y a la vez todo el personal
investigador y ajeno sera formado e informado de las normas en un curso realizado por los
miembros de la Comision de P3 de IDIBAPS.

Cuando se realicen procedimientos que puedan generar aerosoles o salpicaduras se utilizaran
cabinas de seguridad biolégica de tipo Il. Por ejemplo: después de la centrifugacion,
pulverizacion, agitacion, sonicacion o apertura de recipientes de materiales infecciosos donde
sus presiones internas puedan ser diferentes a la presion ambiental.

Se centrifugaran con tapa de seguridad cuando se utilicen concentraciones altas o volumenes
grandes de agentes infecciosos y deben abrirse en el interior de la cabina de seguridad bioldgica

Los usuarios deben seguir el plan de mantenimiento de los equipos aprobado por la
comision del laboratorio LSB-3 y el Comité de Bioseguridad del IDIBAPS. Las instalaciones
(climatizacion vy electricidad) y los equipos de los LSB-3 seguiran un plan de mantenimiento
anual y de verificacion realizadas por empresas externas especializadas.

Cada usuario sera responsable de mantener limpia la superficie de trabajo, durante y
después de cada uso. Una empresa de limpieza realizara limpiezas periddicas a las instalaciones,
siguiendo el protocolo establecido por la Comision de P3 de IDIBAPS.

Todo el material sélido y liquido (pipetas, frascos, placas, tubos, etc...) que haya tenido
contacto con material infeccioso se debe limpiar pasando lejia al 10% por el interior para
neutralizar el agente. Una vez neutralizado se puede eliminar en el contenedor de residuos
bioldgicos. La descontaminacion de los residuos de los LSB-3 se hara a través de la autoclave
de la sala y su eliminacion se realizara a través de la empresa CONSENUR que realiza la
recogida y gestion de los residuos quimicos y sanitarios (grupo Il y V). El contrato fue
entregado en la Actividad B que corresponde a los indicados en la notificacion de la
instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-11. Cualquier derrame o incidente que provoque una
sobreexposicion del personal investigador a materiales infectados deberd ser comunicado al
coordinador/a de los laboratorios IDIBAPS o al personal responsable de vigilancia y control de
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los LSB-3. Se sequira el circuito de accidente bioldgico establecido y redactado por PRL de

IDIBAPS.

VIII. INFORMACI,ONES ADICIONALES RELATIVAS A LA UBICACION DE LA
INSTALACION
1) Proximidad a fuentes de peligro potenciales:

Ninguna.
El plano de situacion fue entregado en la Actividad B que corresponde a los indicados en la
notificacion de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-11.

2)

3)

Descripcion de las condiciones climaticas predominantes:

La temperatura de los laboratorios LSB-3 est4 controlada entre 21 y 25 °C para el buen
funcionamiento de los equipos. El laboratorio esta disefiado para tener una presion negativa de
25 Pa entre la zona de trabajo y el pasillo y de 10 Pa entre el transfer y el pasillo.

Notificacion de la instalacion: indicar las secciones donde se desarrolla la actividad objeto de la
notificacidn, con indicaciones de la categoria de confinamiento prevista:
Existe una seccion ubicada en la planta -1 del edificio. Esta dividida en tres habitaciones:

- El transfer de personal con control de acceso con lector biométrico y doble puerta
con cierre automatico. A la vez, subdividido en dos habitaciones, antesala 0 zona
limpia y zona sucia.

- Laboratorio de trabajo P3. Donde se desarrolla las técnicas de laboratorio y equipado
con los instrumentos y equipos necesarios.

- Zona de lavado. Limpieza del material de laboratorio y zona de entrada y salida de
material bildgico.

Se desarrollara actividad con organismos clasificados tipo Il y con organismos Tipo Il con
los cuales se recomienda trabajar en laboratorios de contencion 3.

IX. DESCRIPCION DE LAS MEDIDAS DE PROTECCION Y CONTROL ADOPTADAS

DURANTE LA UTILIZACION CONFINADA

1)

Adopcion de las Buenas Practicas de Laboratorio:

Las normas a seguir fueron las expuestas en la Actividad B que corresponde a los indicados
en la notificacion de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-11. Se detallan apartado 10 y 12
del protocolo de funcionamiento del laboratorio LSB-3. También se adjunté notificacion de
la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-11 el Manual de prevencion de riesgos en el
laboratorio, redactado por el Servicio de Prevencion de Riesgos Laborales.

Dentro de las buenas practicas de laboratorio se tendrd en cuenta los siquientes aspectos:

Evaluacion del riesgo de los agentes biolégicos que se manipulen.
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- Identificacidn con el simbolo y signo internacional de advertencia de peligro bioldgico.

- En el laboratorio se debe llevar ropa protectora apropiada (batas sin abertura delantera o
envolventes, trajes de dos piezas de tipo pijama, monos, gorros Yy, si corresponde, proteccion
para el calzado).

- Toda manipulacion abierta de material potencialmente infeccioso debe realizarse dentro de
una Cabina de Seguridad Bioldgica.

- Tener un inventario actualizado de las muestras.

2) Formacion del personal adscrito:

En cuanto a las normas de autoproteccion, se seguiran las indicadas en el manual de formacion e
informacion de prevencion de riesgos laborales para el personal de laboratorio investigador y
técnico de laboratorio entregado en la Actividad B que corresponde a los indicados en la
notificacion de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/l1-11. Se detallan en el ANEXO
13_Actividad Formacion e informacion PRL de la Actividad B.

Se hace entrega de gafas de seguridad y se pone a disposicién de todo el personal manuales de
actuacion en caso de vertidos accidentales y los siguientes equipos de trabajo de proteccidn
individual para su utilizacion en las distintas actividades aplicables:

- Guantes (nitrilo) conforme EN 374:1, 2y 3.

- Proteccion respiratoria mascaras: FFP1(con carbdn activo), FFP2 y FFP3.

- Mascara completa dotada con filtro universal y material absorbente para la
recogida de derrames quimicos (chemizorb).

- Ropa de abrigo para acceder a camaras frigorificas y de congelacion.

- Guantes antitérmicos para la manipulacion de material/equipos calientes
(autoclave).

- Guantes para la manipulacion de material frio (muestras congeladas).

- Guantes para la manipulacién de nitrogeno liquido.

- Proteccion auditiva (sonicador).

El personal de nueva incorporacion debe leer y aceptar “las normas bésicas de trabajo en
laboratorios” asi como asistir a una sesion informativa sobre este tema.

El personal de nueva incorporacion es informado sobre el trabajo que va a realizar, técnicas que
empleard, equipos de trabajo, agentes quimicos, bioldgicos y fisicos implicados en las tareas a
desarrollar. Dicha informacion la recibe a partir del responsable cientifico, o del personal
técnico del laboratorio al cual se va a incorporar.

Programas de limpieza/desinfeccidn/descontaminacion:

Viene descrito en el apartado 15 del Protocolo funcionamiento del laboratorio de seguridad
bioldgica nivel 3 de contencidn entregado en la Actividad B que corresponde a los indicados
en la notificacion de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-11.La limpieza de la sala y la
limpieza y desinfeccién de los filtros HEPA del sistema de ventilacion de la sala y de la
cabinas de seguridad Biologica estan detallados en el protocolo normalizado de trabajo
entregado en la notificacion de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-11.ANEXO
10a_Actividad B_PNT Descontaminacion filtros Hepa. Ademas, el servicio de seguridad
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biologica velard por el cumplimiento de las normas de control de acceso, manipulacion,
descontaminacion, esterilizacion, sanitizacion, etc.

También se adjunta en la notificacion de instalacion el protocolo interno P-011_Protocolo
de limpieza de los laboratorios LSB-3, donde se detalla las limpiezas y descontaminaciones
programadas de la sala.

Para el edificio del CEK se dispone de un contrato para el control de plagas con la empresa
DEPEC, contrato entregado en la notificacion de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-1.
ANEXO 12_Actividad Contrato control de plagas.

3) Programas de mantenimiento de aparatos para el confinamiento:

El personal lab manager (responsables de vigilancia y control) es el encargado del buen
funcionamiento de los laboratorios LSB-3 y del control de los aparatos, autoclave y residuos.

Se adjunto con el Protocolo funcionamiento del laboratorio de seguridad bioldgica nivel 3 de
contencion entregado en el ANEXO 6 de la notificacion de la instalacion de tipo 3:
AJES/13/1-1 las fichas de uso y mantenimiento de cada uno de los equipos e instrumentos que
dispone la instalacion, detallando la periodicidad del mantenimiento preventivo, las
validaciones y revisiones.

Los incubadores seran revisados anualmente.

La centrifuga de alta velocidad es revisada anualmente por la empresa Calservice contrato
entregado en el ANEXO 7 de la notificacion de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-1

El SAS sera revisado periddicamente por personal técnico de la empresa Telstar contrato
entregado en el ANEXO 8 de la notificacion de la instalacion de tipo 3: A/JES/13/1-1

La autoclave es revisado periddicamente por personal técnico de la empresa MATACHANA
contrato entregado en el ANEXO 9 de la notificacion de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-1.
Los filtros HEPA del sistema de clima y de las cabinas de seguridad bioldgica se
descontaminaran y se revisaran periédicamente segun el protocolo entregado como ANEXO 10
de la notificacién de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-1.

4) Programas de inspeccion y control del confinamiento:

El personal de mantenimiento de IDIBAPS realizara unas tareas de mantenimiento de
componentes de la sala.

CUADRO DE MANDO Y PROTECCION LSB-3

Se realizaréa una parada técnica una vez al afio y se realizaran las siguientes acciones:
- Verificar la resistencia de tierra.

- Reapretar los contactos eléctricos.

- Comprobar la ausencia de calentamientos anormales.

- Verificar intensidad y tiempo de disparo de las protecciones.

- Verificar la resistencia de aislamiento de los conductores.

- Limpieza de cuadro.

- Revision luminarias de emergencia.

- Revision de estado general.

CLIMATIZADORES Y EXTRACION LSB-3
Los filtros que componen el sistema de climatizacion tendran el siguiente mantenimiento:
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- Cada tres meses se revisaran las correas y cambiaran los prefiltros de aire.
- Cada seis meses se revisaran los filtros F7 y F9 de aire y se comprobara el funcionamiento
de las valvulas de calor/frio.
- Anualmente se realizara:
1. Limpieza de filtros de agua.
2. Revision del aislamiento térmico.
3. Reapriete de bornes.
4. Cambio de correas.
Una empresa externa realizara la revision y cambio de los filtros HEPA de extraccion e
impulsion, cada 2 y 4 afios respectivamente (pendiente de contratacion).

GESTION E INACTIVACION DE RESIDUOS

1) Encargado de la gestion de residuos:
a) gestion interna: si [ NO []
b) gestion por una empresa externa: Si 4 NO []

Si es el caso, nombre de la empresa externa encargada de la gestion de los residuos:

La descontaminacion de los residuos de los LSB-3 se hara a través de la autoclave de la sala 'y
su eliminacion se realizaré a través de la empresa CONSENUR que realiza la recogida y
gestion de los residuos quimicos y sanitarios (grupo Il y 1V). El contrato fue entregado en la
Actividad B que corresponde a los indicados en en ANEXO 11de la notificacion de la
instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-11.

2) Inactivacion de residuos: método, forma final, destino de cada uno de los tipos de residuos
generados:

Existen procedimientos sobre gestion de residuos:

Todo lo que concierne a la gestion de los residuos generados se especifica en los apartados 13 y
14 del Protocolo funcionamiento del laboratorio de seguridad biolégica nivel 3 de contencion
entregado en la Actividad B que corresponde a los indicados en la notificacion de la instalacion
de tipo 3: A/ES/13/l1-11.Este documento es de obligada lectura para todo el personal
investigador.

- Inactivacion de residuos bioldgicos contaminados para liquidos: el personal investigador
sera responsable de presentar el procedimiento de inactivacion de los agentes biologicos
con los que trabaja. Este procedimiento quedara reflejado en la ficha de inactivacién
entregados en la Actividad B que corresponde a los indicados los ANEXO 5 en la
notificacién de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-11.

Los residuos liquidos generados en la sala (sobrenadantes de cultivos) seran eliminados con

desinfectante Environ Vesphene a una dilucion 1/34, en el contenedor de residuo liquido que se
ubicara en el interior de la cabina. Se llenara de residuo hasta un 75% de si capacidad, una vez
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lleno se cerrard correctamente y se pondrd dentro del contenedor negro de 30l. Una vez el
contenedor esté lleno se pasara por el SAS y sera tratado como un residuo biologico. El
desinfectante utilizado a la concentracion indicada elimina a todo tipo de agentes infecciosos.

El centro dispone de un digestor (autoclave a 150°C) para poder inactivar los efluentes de las
picas de la sala de lavado y ducha. Todo el material sélido y liquido (pipetas, frascos, placas,
tubos, etc.) que haya tenido contacto con material infeccioso se debe limpiar pasando lejia al
10% por el interior para neutralizar el agente. Una vez neutralizado la descontaminacion de los
residuos de los LSB-3 se hara a través de la autoclave de la sala y su eliminacion se realizara a
través de la empresa CONSENUR.

La gestion de residuos se realiza con gestores autorizados. La descontaminacion de los residuos
de los LSB-3 se hara a través de la autoclave de la sala y su eliminacion se realizara a través de
la empresa CONSENUR que realiza la recogida y gestion de los residuos quimicos y sanitarios
(grupo I11'y 1V). El contrato fue entregado en la Actividad B que corresponde a los indicados en
ANEXO 11 de la notificacion de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-11.

Se adjuntan procedimientos (gestion interna y gestion externa).

Todo lo que concierne a la gestion de los residuos generados se especifica en los
apartados 13 y 14 del Protocolo funcionamiento del laboratorio de seguridad
bioldgica nivel 3 de contencion entregado en la Actividad B que corresponde a los
indicados en la notificacion de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-11.Este
documento es de obligada lectura para todo el personal investigador.

Xl.  PREVENCION DE ACCIDENTES (Cumplimentar para los tipos 2, 3y 4)
1) Condiciones en las que podria producirse un accidente:

Tipo de incidencia Anélisis/observaciones

Intrusion. El acceso al laboratorio LSB-3 es restringido, de modo que
solo puede acceder personal autorizado mediante sistema de
huella digital.

Derrame de material Durante el derrame es factible que se generen aerosoles y

biol6gico salpicaduras pudiendo afectar directamente a los trabajadores
del laboratorio LSB-3.
Las probabilidades de que se produzca esta incidencia fuera de
las cabinas de seguridad bioldgica son menores ya que fuera de
estas no debe trabajarse con material en abierto.
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Emision de | Interior La probabilidad de que se produzca esta incidencia fuera de las
agentes area de cabinas de seguridad bioldgica es baja ya que fuera de estas no
bioldgicos | contencion | debe trabajarse con material en abierto.
Esta incidencia se podria producir en caso de fallo en el
funcionamiento de una cabina de seguridad bioldgica o de un
derrame de material infeccioso fuera de cabina (incidencia ya
analizada).
Exterior La probabilidad de que se produzca esta incidencia es todavia
area de mas baja; esta incidencia se podria producir como
contencion | concatenacion de las incidencias anteriores sumadas al fallo de
sendos ventiladores de extraccion, conectados en paralelo, del
laboratorio LSB-3, perdiéndose los niveles de depresion en el
laboratorio respecto del exterior.
Accidente | Accidente | Se entiende accidente con riesgo bioldgico como aquel en el
bioldgico que se ha producido un contacto con un agente bioldgico, ya
sea de forma percutanea o a través de mucosas:
- Percuténea: pinchazos, cortes o contacto con piel no
intacta.
- Através de mucosas: salpicaduras.
- Contacto / inhalacion de aerosoles.
Accidente | Se entiende como tal, toda lesion no definida como accidente
no bioldgico.
bioldgico.

Derrame de productos

quimicos.

Las sustancias empleadas en los laboratorios LSB-3 son
alicuotas de p-formaldehido, glutaraldehido y algunas
soluciones de MgCI2 y NaCl. Los volumenes de los
recipientes que las contienen son de 50 ml maximo

Incendio y otro tipo de

emergencias que puedan

ocasionar dafos
estructurales en los
laboratorios LSB-

3(terremotos,
explosiones)

En los laboratorios LSB-3 se estima una carga térmica de
fuego baja.

Principalmente, un inicio de un incendio puede deberse a un
fallo eléctrico de la instalacion o como consecuencia de una
técnica con llama abierta.

En los laboratorios LSB-3 hay una autoclave de vapor (equipo
a presion).

Tipo de incidencia

Recursos previstos

Intrusion.

El acceso al laboratorio LSB-3 es restringido de modo que so6lo
puede acceder personal autorizado mediante sistema de huella
digital.

El personal autorizado para acceder a los laboratorios LSB-3
deberé conocer y aplicar lo reflejado en este procedimiento.

Derrame de material

Debera disponerse del siguiente material para la recogida del
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bioldgico

derrame, sin perjuicio de otros equipos de proteccion personal
especificados en los procedimientos de trabajo:
- Desinfectante de eficacia probada y activa segun el tipo
de agente infeccioso.
- Guantes conforme EN 374: 1,2y 3.
- Guantes anticorte (en caso de rotura de material de
vidrio).
- Gafas de seguridad EN 166 con montura integral.
- Mascarilla FFP3.
- Bata desechable.
- Proteccion desechable de calzado.
El personal autorizado para acceder a los laboratorios LSB-3
debera conocer y aplicar lo reflejado en este procedimiento.

Emision de agentes
biol6gicos

La instalacion dispone de:

- Auviso acustico por flujo demasiado bajo o demasiado
alto en las cabinas de seguridad biolégica (Nuaire NU-
437-400E).

- Aviso acustico por pérdida de nivel de depresion
negativa requerido en el interior del laboratorio LSB-3.

El personal autorizado para acceder a los laboratorios LSB-3
debera conocer y aplicar lo reflejado en este procedimiento.

Accidente

La antecamara dispone de un lavaojos y una ducha de
emergencia.

En la antecamara hay un botiquin con material basico para
primeros auxilios.

El personal autorizado para acceder a los laboratorios LSB-3
deberéa conocer y aplicar lo reflejado en este procedimiento.

Derrame de productos
quimicos.

Debera disponerse del siguiente material para la atencion del
derrame:

- Absorbedor inerte.

- Guantes conforme EN 374:1, 2y 3.

- Gafas de seguridad EN 166.

- Mascara de proteccion respiratoria con filtro universal,

en su grado de proteccion mas alto (A2B2E2K1P3).

El personal autorizado para acceder a los laboratorios LSB-3
deberé conocer y aplicar lo reflejado en este procedimiento.

Incendio y otro tipo de
emergencias que puedan
ocasionar dafos
estructurales en el
Laboratorios LSB-
3(terremotos,

En area de laboratorio y en antecAmara hay instalados
detectores de humo conectados a la central de alarmas del
edificio.

En el caso de ser precisa una evacuacion rapida del laboratorio,
en funcion de la gravedad de la emergencia y la capacidad para
contenerla, en la salida de los laboratorios LSB-3 hay un

45 de 47




explosiones) pulsador tipo “seta” que permite anular el bloqueo de las
puertas de laboratorio y antecamara. Igualmente, en el pasillo a
la entrada de la antecamara hay otro pulsador tipo “seta”, que
para ser activado requiere de desbloqueo mediante llave en
posesion del personal de Mantenimiento y de Seguridad del
edificio CEK.

En la antecAmara de los laboratorios LSB-3 se dispone de un
extintor portéatil de anhidrido carbonico. Se desaconseja el uso
de otro agente extintor (polvo, agua).

El personal autorizado para acceder a los laboratorios LSB-
3deberéa conocer y aplicar lo reflejado en este procedimiento.
El personal autorizado para la entrada en los laboratorios LSB-
3 contara con conocimientos basicos en el uso del extintor
portatil impartidos dentro de la formacion especifica para
trabajar en dicho laboratorio.

2) Equipamiento de seguridad (especifiquese):

Todo lo que concierne a los equipos de seguridad, barreras primarias y secundarias de los
LSB-3 es detallado en el apartado 12 del Protocolo funcionamiento del laboratorio de
seguridad bioldgica nivel 3 de contencidn entregado en la Actividad B que corresponde a
los indicados en la notificacion de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-11. Este documento
es de obligada lectura para todo el personal investigador.

3) Descripcion de la informacion suministrada a los trabajadores:

En el protocolo de funcionamiento de los laboratorios LSB-3 entregado en la Actividad B que
corresponde a los indicados en la notificacion de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-11 se incluye
ela Qartado 17 donde se establecen los siguientes apartados:
Anadlisis de incidencias, donde se refleja los tipos de emergencias que se ha considerado
pueden ocurrir en el laboratorio.
- Recursos materiales y humanos precisos para hacer frente a las incidencias.
- Protocolos de actuacion por parte del personal del laboratorio y personal de los equipos de
emergencia del edificio en funcion de las emergencias que se han analizado.
- Implantacién, fundamentada en que el personal autorizado para trabajar en el laboratorio es
conocedor del contenido dicho capitulo.

También con el protocolo de funcionamiento del laboratorio LSB-3 se adjunta el
Manual de prevencion de riesgos en el laboratorio, redactado por el Servicio de
Prevencién de Riesgos Laborales también entregado en la Actividad B que corresponde
a los indicados en la notificacion de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-11.

4) Planes de emergencia:
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En la Actividad B que corresponde a los indicados en la notificacion de la instalacion de
tipo 3: A/ES/13/1-11 se adjunto el protocolo interno de los laboratorios IDIBAPS P-
008_Protocolo de actuacion en caso de emergencia en LSB-3 y evacuacion del edificio y
Manual de Prevencion donde se describen los planes de emergencia del edificio CEK en
caso de derrame quimico o biologico, accidente laboral y evacuacion del edificio.

Barcelona, a 13 de septiembre de 2022.
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MINISTERIO PARA LA TRANSICION PARTE C
ECOLOGICA Y EL RETO DEMOGRAFICO

DIRECCION GENERAL CALIDAD Y
EVALUACION AMBIENTAL

COMISION NACIONAL DE
BIOSEGURIDAD

EVALUACION DE RIESGO DE ACTIVIDADES DE UTILIZACION CONFINADA DE

ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE

Ne° de Notificacién:

RESPONSABLES DE LA ACTIVIDAD

1) Entidad
Nombre: Instituto de Salud Global de Barcelona (ISGlobal).
Direccion postal: Carrer Rossell6 132, 08036 Barcelona.

2) Representante legal de la entidad
Nombre y apellidos: Gonzalo Vicente Lacambra.
NIF: 25445668D.

Cargo: Gerente.

Tel: 93.227.98.92
Fax: NA

Correo electronico: oci@isglobal.org

3) Responsable cientifico de la actividad
Nombre y apellidos: Julio Alonso Padilla
NIF: 53408936S
Cargo: Assistant Research Professor
Tel: 93.227.54.00 ext.: 4284
Correo electronico: julio.a.padilla@isglobal.org

4) Responsable de bioseguridad de la instalacién donde se realizara la actividad
Nombre y apellidos: Sandra Piquer Gibert
NIF: 38098454N
Cargo: Coordinadora laboratorios IDIBAPS
Tel: (93) 2275400 ext.:4388
Correo electronico: sandra.piquer@idibaps.org

5) Indicar cual de los anteriores actuara como persona de contacto
Nombre y apellidos: Sandra Piquer Gibert.

Tel: (93) 2275400 ext.: 4388

Correo electronico: sandra.piquer@idibaps.org

PLAZA DE SAN JUAN DE LA
CRUZ, SIN

28071 MADRID

TEL.: 91 597 56 50
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Il. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD.

(En el caso de que se notifiquen varias actividades de tipo 1, deberd rellenarse este apartado y adjuntar
un cuadro resumen en que se recojan todas las actividades, segun el modelo que figura en el anexo).

1) Objetivo de la actividad:

Descubrir los mecanismos de patogénesis molecular de la infeccion con el parasito T. cruzi,
con particular énfasis en el rol de las fosfolipasas A2 en la sintesis de lipidos con actividad
pro-agregante plaquetaria. Identificar compuestos activos que puedan ser potenciales
candidatos para estudios preclinicos en animales de experimentacion.

2) Duracion prevista de la actividad:

El periodo previsto sera desde febrero de 2023 hasta fin del proyecto, con una duracion inicial
estimada de 5 afos.

(Debe concretarse lo mas posible la duracién de la actividad (por ejemplo, teniendo en
consideracion la duracion de la financiacion de los proyectos a los que estdn asociados las
actividades con los OMG).

I11. EVALUACION DE RIESGO

(Para llevar a cabo dicha evaluacion se tendra en cuenta el procedimiento establecido en el Anexo |11
de la Directiva 2009/41/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 6 de mayo, relativa a la utilizacion
confinada de microorganismos modificados genéticamente y la Decision de la Comision 2000/608/CE,
de 27 de septiembre, relativa a las notas de orientacion para la evaluacion de riesgo).

(En el caso de actividades de tipo 1 se incluird en este apartado un listado de los principales
organismos y material genético utilizados (organismos receptores, organismos donantes, insertos,
vectores y organismos modificados genéticamente resultantes), asi como la evaluacion del riesgo para la
salud humana y el medio ambiente de los mismos).

1) Identificacion de las propiedades nocivas del OMG, en funcion de las caracteristicas del:

(Desarrollar con la extension que proceda, siguiendo el orden propuesto).
a) Organismao receptor.

Trypanosoma cruzi, agente catalogado de riesgo bioldgico de nivel 3 en Europa y
de nivel 2 en los EE.UU.. En Europa su manipulacion debe realizarse con las
medidas de proteccion individual adecuadas dentro de cabinas de flujo laminar en
laboratorios de bioseguridad de nivel 3 (NSB3).

b) Organismo donante.
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d)

(A) Streptococcus pyogenes.
(B) Bacteriofago T7.

(C) Klebsiella Pneumoniae.

(D) Streptomyces hygrospicus.
(E) Photinus pyralis.

(F) Branchiostoma lanceolatum.
(G) Discosoma striata.

(H) Aspergillus terreus.

(1) Streptomyces alboniger.

Las bacterias S. pyogenes, S. (C) y K. pneumoniae (H), asi como el hongo A.
Terreus (F), son patdgenos humanos. Sin embargo, los genes de interés en cada uno
de estos organismos no estan involucrados en sus mecanismos de patogenicidad.

Inserto.

Inserto 1: Contiene los genes A, By C:

(A) Gen codificante para la proteina spCas9.

(B) Gen codificante para la proteina RNA polimerasa T7.

(C) Gen codificante para la enzima amino 3'-glycosyl fosfotransferasa.

Inserto 2: Contiene los genes D, E, F:

(D) Gen codificante para la enzima hygromycin B fosfotransferasa.
(E) Gen codificante para la proteina luciferasa (Luc).

(F) Gen codificante modificado para la proteina mNeonGreen.

Inserto 3: Contiene el gen G y H:
(G) Gen codificante modificado para la proteina mScarlet.
(H) Gen codificante para la enzima Blasticidin S Deaminasa.

Inserto 4: Contiene el gen I:
() Gen codificante para la enzima Puromycin-N-acetiltransferasa.

Inserto 5: Contiene el gen H:
(H) Gen codificante para la enzima Blasticidin S Deaminasa.

Ninguno de estos genes incrementa la patogenicidad del organismo receptor.

Vector.
(A-C): pLEW-cas9
(D-F): pTRIX2-LucNeon-Hyg
(G, H): pPOTc-blast-blast-3-myc-mScarlet-3-myc
(I): pTPuro.

e) Organismo modificado genéticamente resultante.

a. Efectos para la salud humana y la sanidad animal y vegetal.
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T. cruzi es el agente etiologico de la enfermedad de Chagas. Ademas de a humanos
puede infectar a perros, ratones y otros animales mamiferos domésticos y silvestres. El
paréasito alterna su ciclo de vida entre un huésped vertebrado (reservorio; seres humanos
y animales) y un huésped invertebrado (insecto vector; triatominos). Cabe destacar que
T. cruzi necesita de la fase vectorial para su transmision natural y que los insectos
vectores que lo transmiten (triatominos) no se encuentran en Europa pues son
endémicos de América.

La enfermedad de Chagas tiene una fase aguda y otra crénica. Si no se trata, la
infeccion puede cronificar y durar toda la vida.

a. La fase aguda ocurre inmediatamente después de la infeccion, puede
durar hasta 10-12 semanas durante los que se pueden encontrar los parasitos en la
sangre circulante (parasitemia). La infeccion puede ser leve o asintomaética.
Puede haber fiebre o inflamacion alrededor del sitio de inoculacion (lugar donde
el parésito penetré la piel o la membrana mucosa). En casos poco frecuentes, la
inflamacion aguda puede dar lugar a una fuerte inflamacion del masculo cardiaco
o del cerebro y de la capa que lo recubre.

b. Después de la fase aguda, la mayoria de personas infectadas entran en una
etapa prolongada y asintomatica de la enfermedad (llamada fase "cronica
indeterminada), durante la cual se encuentran muy pocos o ningun parasito en la
sangre. En esta etapa, la mayoria de los afectados no saben que tienen la
infeccion. Muchas personas pueden no presentar sintomas durante toda la vida.
Sin embargo, se calcula que entre un 30% y un 40% de las personas infectadas
presentaran problemas médicos debilitantes y a veces potencialmente mortales a
lo largo de la vida. Las complicaciones de la enfermedad de Chagas cronica
pueden ser: (i) anomalias del ritmo cardiaco que pueden causar muerte repentina;
(ii) dilatacion del corazon, el cual no bombea bien la sangre; (iii) dilatacion del
esofago o del colon, que causa dificultades para comer o para evacuar. En las
personas con sistemas inmunitarios deprimidos (por ejemplo, debido al SIDA 0 a
la quimioterapia), la enfermedad de Chagas puede reactivarse con los parasitos
que se encuentran en el torrente sanguineo. Esta situacion puede potencialmente
agravar la enfermedad.

b. Efectos para el medio ambiente.
No tiene.

2) Clasificacion inicial del organismo modificado genéticamente:

(Para establecer esta primera valoracion se tendra en cuenta lo dispuesto en el articulo 4 de la
Directiva 2009/41/CE vy, en caso de ser aplicable, otros sistemas de clasificacion nacionales e
internacionales existentes, por ejemplo, la Directiva 2000/54/CE sobre proteccion de los
trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicién a agentes biol6gicos durante el
trabajo).

Tipo 1 []
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Tipo 2 ]
Tipo 3 X
Tipo 4 ]

3) Probabilidad de que se produzcan efectos nocivos y gravedad de los mismos, en funcion de:
Desarrollar con la extension que proceda, siguiendo el orden propuesto.

a) Caracteristicas de la/s actividad/es (medidas de confinamiento y control, y
exposicion humana y ambiental).

El trabajo con parésitos vivos debe ser siempre realizado en cabinas de flujo de
bioseguridad. Los tubos u otros contenedores que contengan parasitos vivos no pueden
abrirse fuera de la cabina. Las mucosas (nasal, bucal, conjuntiva) y la piel con heridas son
potenciales sitios de infeccion. También existe la posibilidad de infeccion si el parasito es
ingerido. Por lo que es necesario trabajar bajo medidas de, y en condiciones de
bioseguridad. Se deben utilizar siempre guantes protectores y tubos sellados a la hora de
centrifugar. Es importante evitar todos los objetos que puedan ser punzantes (vidrio o
metal) en el entorno de trabajo, por lo que se utilizara solamente material de plastico en
la manipulacion del patdgeno.

b) Concentracion y escala utilizadas.

Fruto de su cultivo estandar en células hospedadoras el paréasito puede llegar a ser
producido en concentraciones de hasta 1 x 10" - 5 x 107 células por ml. Para los
experimentos planteados no se usaran mayores concentraciones que las indicadas.

C) Condiciones de cultivo (se tendra en cuenta el entorno potencialmente expuesto, la
presencia de especies susceptibles, supervivencia del OMG vy efectos sobre el
entorno fisico).

El parasito no es capaz de sobrevivir fuera de las condiciones de cultivo (medio de
cultivo celular y presencia de células mamiferas que le sirven de hospedadoras). No
genera estructuras de resistencia. Sus nichos ecolégicos no existen en Europa ya
que los vectores que lo transmiten son endémicos de América. No posee
implicaciones en procesos ambientales. Respecto a su interaccion con otros
organismos, T. cruzi infecta insectos triatominos, que son el vector de la infeccion,
pero como se ha dicho, estos insectos solo se encuentran en América y no existen
en Espafia. T. cruzi puede infectar una gran variedad de especies animales
(mamiferos) pero precisa del vector para transmitirse de forma natural.

4) Determinacion de la clasificacion y medidas de confinamiento definitivas y confirmacion de su
idoneidad:
T. cruzi es potencialmente patdgeno para seres humanos y animales mamiferos. En
el caso del parasito muerto (inactivado) o sus productos extracelulares, no son
considerados infecciosos.
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La clasificacion en la UE es tipo 3 (Directiva 2000/54/CE). En EE.UU. es tipo 2
segun clasificacion del NIH (NIH_Appendix B-1I-C, Risk Group 2 (RG2) —
Parasite Agents).

5) Determinacion del riesgo en el caso de que se produzca una liberacion accidental:

El parasito no es capaz de sobrevivir fuera de las condiciones de cultivo (medio de cultivo
celular y presencia de células mamiferas que le sirven de hospedadoras). No genera estructuras
de resistencia. Sus nichos ecolégicos no existen en Europa ya que los vectores que lo
transmiten son endémicos de Ameérica, por lo que no hay organismos a nivel natural que
puedan reproducir el cicl6 parasitario como sucede en regiones endémicas. No posee
implicaciones en procesos ambientales. No hay riesgo en caso de producirse tal liberacion
debido a las razones anteriormente expuestas.

(Desarrollar con la extension que proceda, siguiendo el orden propuesto).

a) Informacion adicional relativa a la ubicacion de la instalacion (proximidad a fuentes
de peligro potenciales, condiciones climéticas predominantes, etc.)

La situacion del edificio CEK ddénde se encuentran los laboratorios IDIBAPS esta

descrita en el Plano de situacién entregado en la Actividad B que corresponde a los

indicados en la notificacion de la instalacion de tipo 3: A/ES/13/1-11.

El laboratorio de seguridad bioldgica contencién 3 (laboratorios LSB-3) esta situado en
la planta -1 del edificio CEK del IDIBAPS. La entrada del laboratorio esta sefializada
con el simbolo universal de advertencia de riesgo biolégico.

La conduccion de agua es independiente del resto de laboratorios del edificio CEK y en
la planta -3 se dispone de un digestor donde son tratados los efluentes.

Las conducciones de aire en el laboratorio LSB-3 también son independientes del resto
de laboratorios del edificio CEK y la aportacion de aire a la sala se realiza a través de
cinco filtros y la extraccidon por tres filtros, en ambos casos son filtros absolutos, HEPA
H13. El laboratorio esta disefiado para tener una presion negativa de 25 Pa entre la zona
de trabajo y el pasillo y de 10 Pa entre el transfer y el pasillo.

La regulacion del flujo y de la presion requerida es controlada a través del programa
informatico “Scada de clima”. A su vez, este programa permite el control de la presion
negativa de la sala y se activa una alarma cuando la presion es inferior a los 10Pa
negativos.

La temperatura de los laboratorios LSB-3 esta controlada entre 21 y 25 °C para el buen
funcionamiento de los equipos.

b) Condiciones en las que podria producirse un accidente.

Tipo de incidencia Anélisis/observaciones

Intrusion. El acceso al laboratorio LSB-3 es restringido, de modo que
solo puede acceder personal autorizado mediante sistema de
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huella digital.

Derrame de material
biologico

Durante el derrame es factible que se generen aerosoles y
salpicaduras pudiendo afectar directamente a los trabajadores
del laboratorio LSB-3.

Las probabilidades de que se produzca esta incidencia fuera de
las cabinas de seguridad bioldgica son menores ya que fuera de
estas no debe trabajarse con material en abierto.

Emision de | Interior La probabilidad de que se produzca esta incidencia fuera de las
agentes area de cabinas de seguridad bioldgica es baja ya que fuera de estas no
biolégicos | contencion | debe trabajarse con material en abierto.
Esté incidencia se podria producir en caso de fallo en el
funcionamiento de una cabina de seguridad bioldgica o de un
derrame de material infeccioso fuera de cabina (incidencia ya
analizada).
Exterior La probabilidad de que se produzca esta incidencia es todavia
area de mas baja; esta incidencia se podria producir como
contencion | concatenacion de las incidencias anteriores sumadas al fallo de
sendos ventiladores de extraccion, conectados en paralelo, del
laboratorio LSB-3, perdiéndose los niveles de depresion en el
laboratorio respecto del exterior.
Accidente | Accidente | Se entiende accidente con riesgo bioldgico como aquel en el
bioldgico que se ha producido un contacto con un agente bioldgico, ya
sea de forma percutanea o a través de mucosas:
- Percuténea: pinchazos, cortes o contacto con piel no
intacta.
- Através de mucosas: salpicaduras.
- Contacto / inhalacion de aerosoles.
Accidente | Se entiende como tal, toda lesion no definida como accidente
no biolbgico.
bioldgico.

Derrame de productos
quimicos.

Las sustancias empleadas en los laboratorios LSB-3 son
alicuotas de p-formaldehido, glutaraldehido y algunas
soluciones de MgClI2 y NaCl. Los volimenes de los
recipientes que las contienen son de 50 ml maximo

Incendio y otro tipo de
emergencias que puedan
ocasionar dafos
estructurales en los
laboratorios LSB-
3(terremotos,
explosiones)

En los laboratorios LSB-3 se estima una carga térmica de
fuego baja.

Principalmente, un inicio de un incendio puede deberse a un
fallo eléctrico de la instalacion o como consecuencia de una
técnica con llama abierta.

En los laboratorios LSB-3 hay una autoclave de vapor (equipo
a presion).
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C) Equipos de seguridad, sistemas de alarma y métodos de confinamiento adicionales.

Tipo de incidencia Recursos previstos

Intrusion. El acceso al laboratorio LSB-3 es restringido de modo que s6lo
puede acceder personal autorizado mediante sistema de huella
digital.

El personal autorizado para acceder a los laboratorios LSB-3
debera conocer y aplicar lo reflejado en este procedimiento.

Derrame de material Debera disponerse del siguiente material para la recogida del
biologico derrame, sin perjuicio de otros equipos de proteccién personal
especificados en los procedimientos de trabajo:
- Desinfectante de eficacia probada y activa segun el tipo
de agente infeccioso.
- Guantes EN 374:1,2 y 3.
- Guantes anticorte (en caso de rotura de material de
vidrio).
- Gafas de seguridad EN 166 con montura integral.
- Mascarilla FFP3.
- Bata desechable.
- Proteccion desechable de calzado.
El personal autorizado para acceder a los laboratorios LSB-3
debera conocer y aplicar lo reflejado en este procedimiento.

Emision de agentes La instalacion dispone de:

bioldgicos - Aviso acustico por flujo demasiado bajo o demasiado
alto en las cabinas de seguridad bioldgica (Nuaire NU-
437-400E).

- Aviso acustico por pérdida de nivel de depresion
negativa requerido en el interior del laboratorio LSB-3.
El personal autorizado para acceder a los laboratorios LSB-3
deberéa conocer y aplicar lo reflejado en este procedimiento.

Accidente La antecamara dispone de un lavaojos y una ducha de
emergencia.

En la antecAmara hay un botiquin con material basico para
primeros auxilios.

El personal autorizado para acceder a los laboratorios LSB-3
deberéa conocer y aplicar lo reflejado en este procedimiento.

Derrame de productos Debera disponerse del siguiente material para la atencién del
quimicos. derrame:

- Absorbedor inerte.

- Guantes conforme EN 374:1, 2y 3.
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- Gafas de seguridad EN 166.
- Maéscara de proteccion respiratoria con filtro universal,
en su grado de proteccion mas alto (A2B2E2K1P3).
El personal autorizado para acceder a los laboratorios LSB-3
debera conocer y aplicar lo reflejado en este procedimiento.

Incendio y otro tipo de En area de laboratorio y en antecAmara hay instalados
emergencias que puedan | detectores de humo conectados a la central de alarmas del
ocasionar dafios edificio.

estructurales en el En el caso de ser precisa una evacuacion rapida del laboratorio,
Laboratorios LSB- en funcion de la gravedad de la emergencia y la capacidad para
3(terremotos, contenerla, en la salida de los laboratorios LSB-3 hay un
explosiones) pulsador tipo “seta” que permite anular el bloqueo de las

puertas de laboratorio y antecamara. Igualmente, en el pasillo a
la entrada de la antecamara hay otro pulsador tipo “seta”, que
para ser activado requiere de desbloqueo mediante llave en
posesion del personal de Mantenimiento y de Seguridad del
edificio CEK.

En la antecAmara de los laboratorios LSB-3 se dispone de un
extintor portatil de anhidrido carbdnico. Se desaconseja el uso
de otro agente extintor (polvo, agua).

El personal autorizado para acceder a los laboratorios LSB-3
debera conocer y aplicar lo reflejado en este procedimiento.

El personal autorizado para la entrada en los laboratorios LSB-
3 contara con conocimientos basicos en el uso del extintor
portatil impartidos dentro de la formacion especifica para
trabajar en dicho laboratorio.

d) Planes de emergencia.

Los laboratorios IDIBAPS disponen de un protocolo de actuacion en caso de
emergencia en LSB-3 y evacuacion del edificio y Manual de Prevencion y
corresponden a los indicados en la notificacion de la instalacion de tipo 3:
AJES/13/1-11. En ellos se describen los planes de emergencia del edificio CEK
en caso de derrame quimico o biolégico, accidente laboral y evacuacion del
edificio.

Barcelona, a 09 de enero de 2023.
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