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

la secuencia de ADN

ORGANISMO DONANTE, aquel del que se obtienen, mediante
técnicas de extraccion, amplificacion o sintesis, gen(es) o cualquier
secuencia de ADN o ARN para su insercion en un ORGANISMO
RECEPTOR. EI ORGANISMO DONANTE puede ser a su vez
ORGANISMO RECEPTOR cuando sea modificado mediante
mutagénesis que implique delecion, insercion u otra modificacion de

A 4

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 —

v

Cualquier técnica para la modificacion
genética del organismo receptor:
recombinacién por vectores,
macroinyeccion, microinyeccion,
transfeccion, transduccién transformacion,
nucleofeccion...

ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE

Organismo cuyo material genético ha sido modificado de
alguna manera (mediante delecion, mutacion dirigida,
sustitucion o insercion de gen(es) o cualquier secuencia de
DNA) que no se produce naturalmente en el apareamiento

ni en la recombinacion natural.
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< Organismo que sufre la modificacion

genética,




1. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD:

1. 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 y, por lo tanto, la competencia recae en la Administracion General del Estado.

st [ NO [X

Si la respuesta a la pregunta anterior es Sl, debe justificarlo especificando?:

— Nombre de la convocatoria:

— Referencia del Proyecto y referencia IP del mismo:

— Organismo financiador:

Otro tipo de financiacion? []

2. Instalacion donde se va a desarrollar la actividad (si la instalacion no estd autorizada,
cumplimente el Formulario Parte B):

— Numero de referencia de la notificacion de la instalacion (A/ES/../1-..):

| AJES/17/1-22

— Fecha de autorizacion de la instalacion:

| 15/09/2010

Si el OMG no se genera en la instalacion®:

— Nombre de la instalacion de origen del OMG:

— Numero de referencia de la notificacion de la actividad en el caso de que se realice en
Espafa (A/ES/..]..)

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 Innovacién; y que se desarrolle por una institucién, ente u 6rgano
publico.

2 Se debera aportar la informacién que permita verificar esta circunstancia.

3 Debe tenerse en cuenta que, si los OMG proceden de otra instalacion espafiola, ésta debera haber cumplido con los requisitos establecidos en
la legislacion espafiola de OMG.
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— Numero de referencia de la notificacion de la instalacion en el caso de que se ubique en
Espafia (A/ES/../1-..):

— Explicar como se realiza el transporte del OMG desde la instalacion de origen teniendo
en cuenta la legislacion aplicable (especificar tipo de transporte, manejo y embalaje,
documentacién de acompafiamiento e identificacion o/y etiquetado)*:

3. Finalidad de la actividad:

Utilizacion de mpox virus (anteriormente virus de la viruela del mono) expresando la proteina
fluorescente EGFP o la proteina fluorescente FP-635 que permita evaluar la capacidad antiviral
de nuevos compuestos o farmacos ya existentes

4. Clasificacion de la actividad:

(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).

Tipo3 [
Tipo4 [ ]

INFORMACION RELATIVA A LA OBTENCION DEL OMG
1. Organismo receptor del cual deriva el OMG:

Células humanas/primates [] Detallar las lineas celulares:
Células: otras [] Detallar las lineas celulares:
Animal []
Planta []
Bacteria []
Hongo []

4 Legislacion vigente que afecta al transporte de OMG:

(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 proteccion 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 y el Reglamento (CE) N°
1255/97. Ley 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de los animales, en su explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio
(BOE num. 268, 8.11.2007)

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].

Articulo 18.2.c del Protocolo de Cartagena sobre Bioseguridad. Documentacion acompafiamiento en el movimiento transfronterizo:
https://bch.cbd.int/protocol/

Guidance on requlations for the Transport of Infectious Substances Edicion bianual de la OMS
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http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=2005&nu_doc=1
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Directive&an_doc=1964&nu_doc=432
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=1997&nu_doc=1255
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=2003&nu_doc=1946
https://bch.cbd.int/protocol/
https://www.who.int/publications/i/item/9789240019720

Virus
Protozoos

X
[]

-Especificar el nombre cientifico y comdn:

| Mpox virus, virus de la viruela del mono |

a. Descripcion de los métodos de identificacion y aislamiento.

i) Técnicas de aislamiento: Se usé la técnica de aislamiento por plagueo en monocapas de
células BSC-1 en medio semisolido para aislar el clon viral inicial con el que se generd el
posterior stock de virus.

ii) Técnicas de identificacion: i) Visualizacion directa de las particulas virales de mpox virus
por microscopia electrdnica tras tincion negativa con acetato de uranilo. ii) Determinacion
del tamafio y morfologia de la placa viral caracteristica formada en monocapas de células
BSC-1. iii) Obtencion de la secuencia completa por secuenciacion masiva (NGS-Illumina)
del genoma extraido directamente de particulas virales purificadas por ultracentrifugacion
en dos gradientes de sacarosa de manera sucesiva.

iii) Marcadores genéticos: PCR convencional especifica para diferenciar mpoxv de otros
miembros de la familia de los poxvirus como el virus vaccinia o el virus ectromelia.

iv) Marcadores fenotipicos:

v) Estabilidad genética: Secuenciacién completa del genoma viral por NGS en 5 sucesivos
pases de cultivo celular hasta lograr el stock viral definitivo.

b. La cepa/linea celular receptora: ¢esté libre de agentes biolégicos contaminantes?
Sl X

— Especificar cdmo se sabe que esta libre de agentes bioldgicos contaminantes.

Se ha realizado la caracterizacion genomica de las preparaciones de estos stocks
virales purificados a partir de cultivos celulares empleando secuenciacién masiva o
NGS para determinar la totalidad de material genético (DNA y RNA), constatando
gue no existia otra fuente de este material que no se correspondiese con el DNA del
mpox virus modificado. Ademas, se han realizado pruebas de deteccion de
micoplasma con resultado negativo y se ha examinado la preparacion del virus
purificado al microscopio electronico para comprobar el grado de pureza y descartar
la presencia de bacterias, protozoos o restos celulares.

NO []

— Especificar si se conocen o se sospecha cuales pueden ser.

c. Modificacion genética anterior:

st []

— Describir:
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— Cambios en virulencia, patogenicidad, tropismo, toxicidad, otros efectos.

NO [X

d. Se considera patdgeno este organismo, vivo 0 muerto, y/o sus productos intra/extracelulares
(Asignar grupo de riesgo conforme al anexo Il de Real Decreto 664/1997 tras evaluacion

del riesgo especifica):

\ Grupo 3
st X
Para:

Humanos
Animales
Plantas
Otros

O OXK
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— Posibles efectos alérgicos y/o toxicos (describir):

Tras un contacto directo con el virus se producen lesiones cutaneas, inicialmente en la
zona de contacto que posteriormente pueden extenderse a otras zonas del cuerpo,
acompariados de dolor, fatiga, fiebre, dolor muscular e inflamacion de ganglios.
Normalmente, la enfermedad se desarrolla en un periodo de 2 a 4 semanas. La gravedad
de la enfermedad depende del estado del sistema inmune del sujeto infectado,
especialmente grave en aquellos sujetos inmunodeprimidos.

NO []

e. En el caso de cepas no virulentas de especies patdgenas: ¢es posible excluir la reversion a la
patogenicidad?
Sl [] NO []

f. Experiencia previa adquirida en relacion con la seguridad en la utilizacion del organismo
receptor:

Tenemos la experiencia previa de un estudio durante el reciente brote de mpox en 2022. Nuestro
grupo de investigacion recibié muestras clinicas de saliva procedentes de pacientes diagnosticados
positivamente para esta enfermedad. En las mismas instalaciones BSL-3 del CBMSO, aislamos
virus procedentes de estas muestras, aislamos y caracterizamos geneticamente un clon infeccioso
de mpox virus que crecimos en cultivo celular, siempre en estas instalaciones. Ademas, nuestra
tradicional linea de investigacion incluye el estudio de la modulacién de la respuesta hospedadora
por otro poxvirus del mismo género que mpox virus, que es el virus ectromelia, causante de la
viruela del raton. En el CBMSO el virus ectromelia se ha de manipular también en las
instalaciones BSL-3 para evitar una posible transmision a las diferentes lineas de ratdn existentes
en el animalario del CBMSO. En resumen, este grupo de investigacion tiene amplia experiencia
en la manipulacién de poxvirus en las instalaciones BSL-3 del CBMSO y ademas reciente
experiencia en la manipulacion y aislamiento de mpox virus.

g. Informacidn sobre la capacidad de supervivencia y de reproduccion en el medio ambiente:
i) ¢El organismo receptor es capaz de sobrevivir fuera de las condiciones de cultivo?:
Sl ]
- Capacidad de crear estructuras de resistencia o letargo:
esporas
endosporas
quistes
esclerocios

esporas asexuales (hongos)

Dooggn

esporas sexuales (hongos)
otros, especifiquese

NO [X

ii) Otros factores que afectan la capacidad de supervivencia:
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Falta de humedad, temperatura por encima de los 50°C, o radiacion UVA impactan
claramente sobre la viabilidad de mpox virus

iii) Posibles nichos ecolégicos:

Mpox virus replica mayoritariamente en organos linfoides, como los ganglios o el bazo de
seres humanos, simios y diversos tipos de roedores. También replica en la dermis dando
origen a las pastulas o lesiones cutaneas caracteristicas. Se transmite entre individuos,
principalmente a través del contacto estrecho con las lesiones cutaneas de individuos
infectados o la ingesta de animales infectados. También replica en las dermis, en aquellas
zonas de contacto

iv) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

El periodo de incubacion de la enfermedad es de 3-17 dias, momento a partir del cual un
individuo se considera infeccioso y puede contagiar a otro.

h. Efectos posibles sobre el medio ambiente:

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

| Ninguna |
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ii) Interacciones con otros organismos y efectos sobre éstos:

En las zonas endémicas, el virus se transmite de manera natural entre determinados
roedores africanos del tipo rata o ardilla produciendo en estos animales sintomas como
letargia, pérdida de apetito, fiebre, inflamacion de los ganglio o erupciones cutaneas. De
manera esporadica, mpox virus es capaz de infectar desde estos roedores a monos y
humanos, bien por mordeduras o por ingesta de carne infectada. También se han realizado
infecciones experimentales en perritos de las praderas, en los que se ha podido reproducir
gran parte de la sintomatologia de mpox.

i. Distribucién geogréfica y tipo de ecosistema en el que se encuentra el organismo receptor:

Diversos paises del Africa subsahariana. Entre ellos: Benin, Congo, Camerun, Gabon, Sierra
Leona, Nigeria, Costa de Marfil, Ghana o Republica Centroafricana

J. Habitat natural del organismo:

\ Areas de selva tropical de Africa Central y Oriental

2. Organismo(s) donante(s). No completar el punto si no existiese organismo donante o Si es
el mismo que el organismo receptor.

Humanos
Animal
Planta
Bacteria
Hongo
Virus

oo >

Protozoos
-Especificar el nombre cientifico y comun:

EGFP proviene de la medusa Aequorea victoria, FP-635 (TurboFP635) proviene de la
anémona burnbuja o Entacmaea quadricolor

a. Se trabaja con él durante la actividad:

st [ NO [X

b. La cepa/linea celular donante: ¢esté libre de agentes biologicos contaminantes?

st [

— Especificar como se sabe que esta libre de agentes bioldgicos contaminantes.

Se dispone de preparaciones filtradas de DNA de los dos plasmidos que contienen las
secuencias codificantes para EGFP y FP-635. Estas preparaciones serviran de molde en
las reacciones de PCR para obtener dichos fragmentos, que seran subclonados en los
vectores de transferencia. Los vectores se obtienen en cultivos de bacterias, tras
procesos de lisis celular, por lo que las preparaciones finales no contienen agentes
biolégicos contaminantes, ya que se han producido en condiciones de esterilidad,
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afiadiendo un paso de filtracion final que impide la presencia de bacterias, hongos y
virus.

NO []

— Especificar si se conocen o se sospecha cuales pueden ser.

c. Maodificacién genética anterior:

st []

— Describir:

— Cambios en virulencia, patogenicidad, tropismo, toxicidad, otros efectos.

d. Se considera patdgeno este organismo, vivo o muerto, y/o sus productos intra/extracelulares.
(Asignar grupo de riesgo conforme al anexo Il de Real Decreto 664/1997 tras evaluacion
del riesgo especifica):

SI [ ] Para:
Humanos
Animales
Plantas
Otros

HEEEEEE

— Posibles efectos alérgicos y/o toxicos (describir):

NO [X

e. En el caso de cepas no virulentas de especies patogenas: ¢es posible excluir la reversion a la
patogenicidad?
SI [] NO []

f. Tipo de material genético obtenido del organismo donante (gen codificante o fragmento del
mismo. MiRNA, IncRNA, etc.):

\ DNA codificante (cDNA)

g. Método de obtencion:

—  Extraccion []
- PCR X
— Sintesis in vitro []

h. Funcidn del gen/genes o secuencias en el organismo donante:
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3.

Las dos secuencias a insertar, de manera independiente, codifican para proteinas, que
apropiadamente excitadas, exhiben propiedades autofluorescentes en diferente rango de
emision. EGFP, Enhanced Green fluorescent protein (Uniprot - C5MKY7), es una proteina
originada a partir de la modificacion de la Green fluorescent protein (UniProtKB - P42212
(GFP_AEQVI)), con la siguiente modificacion M1_S2insV/F64L/S65T/H231L y que emite
fluorescencia en la zona verde del espectro visible. FP-635: también conocida como
TurboFP635 o Katushka (Uniprot - H3JQUG), que deriva de la HcRed que emite en la zona
rojo-lejana del espectro.

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

No
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IV. INFORMACION RELATIVA A LA MODIFICACION GENETICA
1. Objetivo de la modificacion genética (sobreexpresion, silenciamiento, otros):

\ Expresion de las proteinas autofluorescentes EGFP y FP-635 en células infectadas por mpox virus

2. Tipo de modificacion genética:
— Insercion de material genético

— Delecion de material genético

OO X

— Sustitucion de bases

— Otros, especifique:

3. Meétodo utilizado para llevar a cabo la modificacion genética:
— Transformacion
— Electroporacion
— Macroinyeccion
— Microinyeccion
— Infeccién

— Transfeccion

OXDOOOon

— Fusién celular
Otros, especifique:

Recombinacion homologa, que implica transfectar con un plasmido de transferencia
células infectadas por mpox virus. Este vector de transferencia incluye la secuencia a
insertar flanqueada por las regiones de recombinacion homéloga FL y FR (ver mapa)

4. ¢Se ha utilizado un vector en el proceso de modificacion?
si X NO [
En caso afirmativo:
a. Tipo e identidad del vector (plasmido, virus, otros):

| plésmido

1) Aportar mapa de restriccion del vector. Indicar las funciones y posicion de genes
estructurales, genes marcadores, elementos reguladores, sitios de insercion, origen de
replicacion y cualquier otro elemento presente en el vector.

Se empleardn 2 vectores independientes: pMPXSH_FP-635 para generar el mpox
expresando la proteina fluorescente FP-635 y el vector pMPXSH_EGFP para generar el
mpox virus expresando la proteina fluorescente EGFP. Las secuencias codificantes para
EGFP y FP-635 se amplificaron por PCR y se subclonaron en el pldsmido pINS mediante
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digestion con enzimas de restriccion en medio de las regiones flanqueantes L y R que
representan zonas del genoma del mpox virus. Ambos vectores generados se diferencian
exclusivamente en la secuencia a insertar, siendo las regiones flanqueantes, que determinan
el sitio de insercion en el genoma de mpox virus, las mismas en ambos casos. Ambos
portan gen de resistencia a ampicilina y f1 como origen de replicacién en bacterias.

Mapa del vector pMPXSH_FP-635 para insertar la secuencia codificante para la proteina
autofluorescente FP-635 en mpox virus:

(129)IgoMIV Nael [131)
/

Drall1 m237)

(4243)mmn1 / psil mse2)
/

Mi3End
Acc65! [653)
| | ms57;
pOMI (0559)
co

(6sa)@mhdl —_ s pDI CI0lal 684)

Nsil [1059)

PMPXVSH_FP635
45590p

—— Ncol EBtyl m1222)
[ Bcll* m1246)
T BsrGl m1273)

T~ Pasl mMu4s4)
. Bsu36Imu4ss)
" BbsIm1531)

- " sfil mese)
(2751)IBAI11 EBcil Bsgl M1728)
(2635)BspQl EBapl ~
- \ m1s63)

CAPGindingSite \ N\ s dpisny

| Pstimos2)
(2357)Bacl EcoRV1955)
(2355)IEco53k! /
@aomsixi / Al T2190)

(2348)1Bacl | Eagl N otl (M2336)

Mapa del vector pMPXSH_EGFP para insertar la secuencia codificante para la proteina
autofluorescente EGFP (en mpox virus:

(129)MgoMIV Nael @i31)
Dralll m237)
(4255)mn| / Psil @MB62)
(9 Beat /S
(4136)Beal \ / / Acc65| M653)
\ /

(3656)TANd! \

_——— Nsil m1059)
T BamHI m1075)

T Ncol EBtyl m1222)
T BseRImM1254)

(3179)BIWNI ~

(3071)mBspFI

- o~
(3067)mBse Y Plol* mis04)
(2767)mspl
(2763)mafI111 EBcil
(2647)BspQI EBap! — —/
CAPEindingSite)
- Bs1CI M1933)
(2422002438)CBrimer( MPXVGFP_7 (M19560101995)
— Pst| [1964)
(2369)TBacl
(2367)TEco53kl ~— \ EcoRVIIUo67)
(2361)IBStX1 \ BfuAl EBspMI [2080)

(2321012360)IMPXVGFP_8 Afll1 mR202)

(2360)TBact | Eagl ENot| M2348)

i) Si se trata de virus:
- Es defectivo en replicacion Si [] NO []
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- Indicar como se obtiene el vector viral. Si se utilizan plasmidos para su obtencion
aportar mapa de restriccion del/los plasmidos. Indicar las funciones y posicion de genes
estructurales, genes marcadores, elementos reguladores, sitios de insercion, origen de
replicacion, origen, funcion y secuencia de otros elementos presentes.

b. Gama de hospedadores del vector:

| Bacterias |

c. Caracteristicas de la movilidad del vector:
i) factores de movilizacion

| No contiene |

if) Si el vector es un bacteriofago ¢se han inactivado sus propiedades lisogénicas?

| No aplica |

iii) ¢Puede el vector transferir marcadores de resistencia a otros organismos?

| Porta un gen de resistencia a ampicilina |

5. Informacion de la secuencia insertada, delecionada o modificada.
a. Funcion especifica de cada parte de la secuencia insertada, delecionada o modificada:

\ Las secuencias insertadas no tienen otra funcion que sus propiedades autofluorescentes \

b. Informacidn sobre los genes estructurales:

| No contiene |

c. Informacion sobre los elementos reguladores:

| No contiene |

d. ¢Ha sido secuenciada?

\ Si, por secuenciacion Sanger en el vector \

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

[ No |
f. ¢Contiene secuencias cuya funcidn es desconocida? En caso afirmativo, especifiquese.

| No |

6. Si se ha utilizado un vector, ;cual es su situacion final en el OMG?

a. Si el vector es un plasmido

1) Se pierde X
ii) Se inserta en el genoma []
- Aleatoriamente L]
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- En un sitio definido []
o Localizacion cromosomica:

o Secuencias colindantes:

| |

o Lainsercion activa o inactiva la expresion de otros genes:

iii) Se mantiene en forma episémica [ ]

- Numero de copias:

- Se dispone de informacion sobre la estabilidad del vector

b.Si el vector es un virus:

i) Se mantiene en forma episémica
ii) Se inserta en el genoma
- La insercion se produce al azar

HEEEEEE

- Lainsercion es especifica
o Localizacién cromosémica:

o Secuencias colindantes:

o Lainsercion activa o inactiva la expresion de otros genes:

iii) Existe la posibilidad de formacién de particulas viricas. Justificar:

| |

c. Andlisis moleculares previstos relativos a la expresion del producto deseado (PCR, Southern,
Northern, secuenciacion, otros):

i) Determinacion de la estructura del inserto (secuenciacion) [X]
ii) Transcripcionales (nivel de sintesis de mMRNA) []
iii) Traduccionales (nivel de sintesis de proteinas) X
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V.  INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE
(OMG)

1. Descripcion del OMG final

Los dos OMG generados son dos mpox virus que expresan independientemente las proteinas
autofluorescentes EGFP o FP-635. Las secuencias codificantes correspondientes se han insertado
en medio de un pseudogen (sin expresion), ubicado entre los genes OPG185 y OPG187.

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 ser
humano, plantas o animales? En caso afirmativo, especificar:

\ No son previsibles, dados el sitio de insercion y la secuencia insertada \

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

[ No |

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

[ No |

f.  Marcadores especificos del OMG:

\ Proteina verde fluorescente EGFP y Proteina roja fluorescente FP-635 \

3. Informacion sobre la estabilidad genética previsible del OMG (Estado y secuencia del inserto
después de un cierto nimero de generaciones):

La experiencia pasada nos indica que inserciones de la misma secuencia codificante para EGFP en
sitios homologos del genoma de otros poxvirus altamente emparentados con mpoxv, como el virus
vaccinia, o el virus ectromelia, se han mantenido intactas durante afios en los cuales se ha
propagado el virus en las mismas células descritas para esta utilizacion.

4. Posibilidad de transferencia de material genético a otros organismos. Justificar:

Nula o muy baja. Este OMG serd manipulado exclusivamente siempre dentro de las instalaciones
certificadas como BSL-3 por la autoridad competente localizadas en el Centro de Biologia
Molecular Severo Ochoa. Ademas, su manipulacion no coincidird con la de ningun otro patdgeno,
dado que se realiza en un cuarto aislado de este laboratorio, de uso exclusivo para mpox virus.

17 de 23



Ademas, todos los restos derivados de la infeccion al finalizar el ensayo sera neutralizado y
destruido acorde a los protocolos de eliminacion de deshechos en este tipo de instalaciones.

5. Descripcion de métodos de identificacion y aislamiento planificados:

a.

Técnicas utilizadas para la identificacion del OMG:

PCR convencional con oligos especificos para amplificar una region de las secuencias
insertadas: EGFP y FP-635. Ademas, la modificacion realizada, permite distinguir estos
OMGs del organismo receptor examinando las células infectadas mediante microscopia de
fluorescencia con los filtros especificos para cada espectro de emision.

Técnicas empleadas para aislar el OMG en el medio ambiente:

No hay planificacion de asilar este OMG de la naturaleza. En cualquier caso, se podrian
usar las técnicas de aislamiento por plaqueo en cultivo celular descritas para el organismo
receptor.
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VI.

DESCRIPCION DE LAS OPERACIONES

1. Descripcién de la actividad. (Breve resumen de los ensayos que se prevén realizar, incluidos los
que se llevaran a cabo con el OMG).

Los virus mpoxv expresando las proteina autofluorescente EGFP (MPOXV-EGFP) o la proteina roja FP-
635 (MPOXV-FP635) se van a utilizar para la infeccion de lineas celulares de mono verde africano (BSC-1
(ATCC CCL-185), CV-1 (ATCC HTB-14), Vero (ATCC CCL-171), Vero E6 (ATCC-CRL1586)), humano
como THP-1 (ATCC TIB-202), y de raton (L929 (ATCC-CCL1)) para posteriormente determinar el
porcentaje de células infectadas a diferentes tiempos post-infeccién. EI OMG generado representa una
herramienta bioldgica que permite determinar, mediante microscopia o citometria de flujo, el éxito de
drogas o inhibidores que afecten rutas celulares que repercutan en la alteracion del normal ciclo celular
infectivo del mpoxv. Igualmente permite la identificacion de aquellas células infectadas, es decir como
marcador de infeccion, en ensayos de microscopia de fluorescencia.

ENSAYOS: El uso de este tipo de virus expresando marcadores fluorescentes, es muy comun en esta clase
de ensayos para la evaluacién de la actividad antiviral. Los ensayos consistiran en el tratamiento de las
lineas celulares detalladas anteriormente con los agentes antivirales o diversos inhibidores de procesos
celulares y a continuacion infectar estos cultivos con MPOXV-EGFP o con MPOXV-FP635. Se
monitorizara la expresion de EGFP o de FP-635 mediante microscopia y/o citometria de flujo para
cuantificar el grado de infeccion del cultivo celular en el(los) momento(s) de interés. Siempre se contara
con un cultivo sin infectar y un cultivo infectado en ausencia de inhibidores/antivirales para comparar.

2. Informacion sobre el volumen o cantidad de OMG a utilizar:
a. Volumen o concentracion maxima por ensayo en el caso de microorganismos.
i)  Para preparacion de lotes

| 0.1 ml con concentracién de 10° unidades formadoras de placa/ml

ii)  Para Inoculaciones. Método de inoculacion in vitro/ in vivo:

\ 0.1y 0.5 ml con concentracion de entre 10° — 10° unidades formadoras de placa/ml

b. Numero aproximado de plantas por ensayo:

|0
c. Numero aproximado de animales por ensayo:
|0
3. Naturaleza de las operaciones:
a. Ensefianza []
b. Investigacion <
c. Desarrollo []

4. Periodo previsto para la actividad de utilizacion confinada:

(Debe concretarse lo mas posible la duracion 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).
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5 afios. El grupo de investigacion estd pendiente de 2 proyectos que se han de resolver
proximamente en los cuales este OMG sera utilizado durante ese periodo de tiempo. Uno de los 2
proyectos ha recibido una excelente evaluacion siendo seleccionado para la ronda final.

VIl. EVALUACION DE RIESGO

Se tendran en cuenta los elementos y el procedimiento conforme al Anexo | del Real Decreto
178/2004 de 30 de enero, por el que se aprueba el Reglamento general para el desarrollo y ejecucion
de la Ley 9/2003, de 25 de abril, y la Decision de la Comisién 2000/608/CE, de 27 de septiembre,
relativa a las notas de orientacion para la evaluacién de riesgo).

1. Identificar como pudieran afectar las posibles propiedades nocivas del organismo receptor,
donante, inserto y vector al OMG que se va a generar:

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

Las propiedades nocivas del organismo receptor no se veran alteradas en el OMG. El
organismo receptor, en el ser humano produce lesiones cutaneas, inicialmente en la zona de
contacto que posteriormente pueden extenderse a otras zonas del cuerpo, acompafados de
dolor, fatiga, fiebre, dolor muscular e inflamacién de ganglios. Normalmente, la enfermedad
se desarrolla en un periodo de 2 a 4 semanas. La gravedad de la enfermedad depende del
estado del sistema inmune del sujeto infectado, especialmente grave en aquellos sujetos
inmunodeprimidos.

b. Organismo donante.

No se espera afectacion ninguna. No se trabajara de manera directa con el organismo donante,
tan solo con una secuencia codificante para las proteinas fluorescentes a insertar

c. Inserto.

Dada la naturaleza de la secuencia a insertar, sin ninguna propiedad nociva descrita
anteriormente, no se espera que esta secuencia incremente las propiedades nocivas inherentes al
organismo receptor

d. Vector.

No se espera afectacion ninguna. El vector no se integra de ningin modo en el organismo
receptor. El proceso de generacion por recombinacion homoéloga seguido de una seleccion
dominante transitoria asegura que el clon infeccioso seleccionado finalmente contenga
exclusivamente la secuencia de interés a insertar, mientras que el vector es eliminado. Al no
integrarse no contribuye

2. Identificar las posibles propiedades nocivas del OMG®
a. Efectos para la salud humana y la sanidad animal y vegetal.

Las mismas que se han descrito para el organismo receptor, el mpox virus

b. Efectos para el medio ambiente.

5. Si se considera que no tienen efectos adversos para la salud y el medio ambiente, también hay que justificarlo.
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Los mismas que se han descrito para el organismo receptor, el mpox virus

3. Descripcion de las fases criticas de los ensayos en cuanto a bioseguridad):

1) Infeccion de cultivos celulares con el OMG: Implica la apertura del tubo que contiene el OMG,
la toma del volumen de OMG necesario para infectar la placa que contiene las células, y el
transporte de estas placas infectadas de vuelta al incubador.

2) Examen de los cultivos celulares infectados al microscopio de fluorescencia.
3) Examen de los cultivos celulares en el citometro de flujo.

4) Deshecho de las placas infectadas y residuos generados en el proceso.

4. Descripcion de las medidas de confinamiento y proteccion que vayan a aplicarse en las diferentes
fases:

Todo el proceso se realizara en el laboratorio BSL-3 del CBMSO. En concreto para las distintas
fases:

1) La infeccion de las células se realizara en una cabina de bioseguridad de tipo Il destinada
exclusivamente a la manipulacion de mpox virus, situada en un cuarto exclusivo para esa cabina,
donde también se encuentra el incubador de células. Las placas, una vez infectadas, se sellaran
con cinta aislante para evitar derrames o escape de material contaminado. Este sello evita el
intercambio de gases con las células, por lo que se afiadird 10 mM Hepes para tamponar el medio
y evitar su acidificacion que podria dafiar las células. Ademas, las placas se introducen en una caja
cerrada desinfectada para evitar derrames dentro del incubador.

2) El laboratorio BSL-3 del CBMSO esta dotado con un microscopio de fluorescencia para poder
visualizar directamente la fluorescencia de las células infectadas con el OMG. Para evitar
derrames accidentales durante el trayecto desde la cabina hasta el microscopio, las placas con las
células se transportaran en el interior de las cajas cerradas en las que se encuentran en el
incubador.

3) Para analizar las células infectadas por el OMG por citometria de flujo, las muestras seran
fijadas en 4% de paraformaldehido durante 25 minutos. Hemos comprobado experimentalmente
gue a esta concentracion y tiempo la fijacion con paraformadehido inactiva el mpox virus y otros
poxvirus. Las muestras fijadas e inactivadas se desinfectaran exteriormente y pasaran del
laboratorio BSL-3 al BSL-2 para su analisis en el citometro de flujo.

4) Todos los deshechos de materiales biologicos o no bioldgicos serén inactivados acorde a los
protocolos reflejados en el manual de bioseguridad de esta esta instalacion

VIIl. DESCRIPCION DE LAS MEDIDAS DE PROTECCION Y CONTROL ADOPTADAS
DURANTE LA UTILIZACION CONFINADA?S

1. Adopcion de las Buenas Précticas de Laboratorio:

6 En el caso de que la actividad se realice en una instalacion ya autorizada, se deberan describir las medidas de proteccion
adicionales a las descritas en el formulario B que se present6 en la solicitud para la autorizacién de la instalacion, teniendo en
cuenta el riesgo especifico de la actividad.
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Estan recogidas en el Manual de Bioseguridad de la instalacion y seran conocidas por todos los
trabajadores.

2. Formacion del personal adscrito:

El personal adscrito a la instalacion de NBC3 recibe informacion teorica y formacién practica
previa al acceso a la instalacion por parte de los técnicos responsables de la instalacion

3. Programas de limpieza/desinfeccion/descontaminacion:

. Se dispone de procedimientos por escrito de desinfeccidn, descontaminacion y esterilizacion que
son llevados a cabo por personal técnico especializado

4. Programas de mantenimiento de los sistemas de confinamiento y proteccion:

Controlado por personal de Mantenimiento formado en materia de Bioseguridad las 24horas del
dia'y 365 al afio.

5. Programas de verificacion y validacion de los sistemas de confinamiento y proteccion:

El correcto funcionamiento de los sistemas de confinamiento y proteccion son verificados por el
personal responsable del laboratorio y el servicio especializado de Mantenimiento y anualmente
es una empresa externa la que realiza trabajos de validacion y emite los informes pertinentes

IX. GESTION E INACTIVACION DE RESIDUOS
1. Encargado de la gestién de residuos:

a. Gestion interna: Si X NO []
— Meétodo de inactivacion, forma final, destino de cada uno de los tipos de residuos
generados:

Los residuos sélidos se inactivan usando desinfectantes quimicos antes de salir de las
Cabinas de Bioseguridad, después se autoclavan y posteriormente son retirados por la
empresa contratada.

Los residuos liquidos son inactivados por calor en el sistema de tratamiento de efluentes
liquidos del que dispone la instalacién. (Biowaste).

b. Gestion por una empresa externa: ~ Si < NO []
— Nombre de la empresa externa encargada de la gestion de los residuos:
SERVICIOS INTEGRALES DE MADRID (SIS)

X. PREVENCION DE ACCIDENTES DE LA ACTIVIDAD NOTIFICADA
1. Condiciones en las que podria producirse un accidente:

Siguiendo las Normas de trabajo establecidas y teniendo en cuenta el nivel de contencién de la
Instalacion, es dificil que se produjera un accidente. En el manual de Bioseguridad estan
contemplados los pasos a seguir en caso de incidente o0 accidente y seran conocidos éstos por
todos los usuarios

2. Equipamiento de seguridad (especifiquese):
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Sensores de verticalidad, equipos de proteccion individual de un solo uso, mascarilla FPP2,
capuz, respirador motorizado, guantes, cabinas de bioseguridad de tipo I,

Descripcion de la informacién y formacion suministrada a los trabajadores:

Los trabajadores recibiran toda la informacion por escrito y formacion por parte de los técnicos
responsables del laboratorio, necesaria antes de realizar la experimentacion para asi garantizar
que el trabajo se realizara de forma segura.

Planes de emergencia y contingencia:

Los planes de emergencia son los incluidos en la memoria de la Instalacion y son conocidos por
todo el personal que vaya a entrar en la misma
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