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INFORMACION GENERAL

1) Responsables de la actividad

a) Entidad

Nombre: Universitat Pompeu Fabra (UPF)
Direccion postal: Dr. Aiguader, 88 — 08003 Barcelona

b) Representante legal de la entidad

Nombre y apellidos: Jaume Casals i Pons
NIF: 37317474-C

Cargo: Rector

Tel: 93 542 20 00

Fax: 93 542 20 02

Correo electronico: rector@upf.edu

¢) Responsable cientifico de la actividad

Nombre y apellidos: Andreas Franz Meyerhans

NIF: Y-0810274-K

Cargo: Investigador Principal del Grupo de Biologia de la Infeccién, Departamento de
Ciencias Experimentales y de la Salud, Universitat Pompeu Fabra

Tel: 93 316 08 31

Fax: 93 316 09 01

Correo electronico: andreas.meyerhans@upf.edu

d) Responsable de bioseguridad de la instalacion donde se realizara la actividad

Nombre y apellidos: Andreas Franz Meyerhans

NIF: Y-0810274-K

Cargo: Responsable del laboratorio de contencién 62.309.02 con nivel de seguridad
biolégica de nivel 3

Tel: 93 316 08 31

Fax: 93 316 09 01

Correo electronico: andreas.meyerhans@upf.edu

PLAZA DE SAN JUAN DE LA

CRUZ, SIN
28071 MADRID

TEL.: 91 597.59.08
FAX.: 91 534.05.82




e) Indicar cudl de los anteriores actuara como persona de contacto
El responsable de bioseguridad de la instalacién actia como persona de contacto.
2) Debe sefialarse si para la ejecucion de esta actividad se recibe financiacion del Plan Estatal
de Investigacién Cientifica y Técnica y de Innovacion. 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.

sl X NO [
3) Instalacién 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).

a) Fecha de comunicacién / autorizacién de la instalacion: 22/11/2016.

b) Numero de referencia del expediente: A/ES/16/1-21.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD:

1) Finalidad de la actividad:

Introduccion de material genético viral para expresion y produccion de particulas virales
infecciosas del VIH a través de la transfeccion de su material genético en células humanas
en condiciones normales y bajo el agregado de sustancias quimicas y otras.

2) Clasificacion de la actividad:

Para la clasificacién del tipo de riesgo de las operaciones se seguird el procedimiento establecido
conforme al articulo 4 y el anexo Ill de la Directiva 2009/41/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de
6 de mayo, relativa a la utilizacién confinada de microorganismos modificados genéticamente, y la Decision
de la Comision 2000/608/CE, de 27 de septiembre, relativa a las Notas de orientacién para la evaluacion
del riesgo.

Tipo 1
Tipo 2
Tipo 3
Tipo 4

(|

PROCESO GENERAL PARA LA OBTENCION DE UN OMG A EFECT OS DE NOMENCLATURA:
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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, pldasmido o de cualquier otra
naturaleza). Puede haberse obtenido de células
de mamifero, insecto, planta, bacteria..., sin que

éstas se consideren el organismo donante.

Cualquier técnica para la introduccién de
DNA en el organismo receptor:
recombinacidn por vectores,

macroinyeccidn, microinyeccion, balistica...

ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE
Organismo cuyo material genético ha sido

Modificacion
genética

ORGANISMO RECEPTOR

modificado de alguna manera que no se . e
€& Organismo que sufre la modificacion

produce naturalmente en el apareamiento ni
en la recombinacién natural

genética
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INFORMACION SOBRE EL ORGANISMO RECEPTOR DEL CU AL SE DERIVA EL OMG

1) Nombre cientifico: Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH).
Taxonomia: Genero Lentivirus, familia Retroviridae.
Nombre comun: VIH.

2) Descripcion de los métodos de identificacion y aislamiento:

a) Técnicas de aislamiento: Existen diversas técnicas de aislamiento viral. La mas
utilizada es la co-cultivacion in vitro de células infectadas de pacientes con células
estimuladas de donantes sanos. Ver: https://www.hiv.lanl.gov/content/nab-reference-
strains/html/Protocol-for-HIV-1-Isolation-by-PBMC-Co-Culture-January-2014.pdf

b) Técnicas de identificacion: Existen herramientas diagndsticas comerciales que
determinan la presencia de VIH en pacientes basadas tanto en la seropositividad
(presencia de anticuerpos frente al virus por ELISA) asi como técnicas moleculares
basadas en la amplificacion del genoma de RNA viral por RT-PCR cuantitativa a
partir de sangre de individuos infectados. Ambas técnicas se emplean
rutinariamente en clinica.

¢) Marcadores genéticos: Los marcadores genéticos mas comunmente usados son
secuencias conservadas de las proteinas virales gag, pol y env. También pueden
utilizarse, segun el caso, secuencias de las proteinas virales Tat, Vif, o Vpu. En las
bases de datos se dispone de secuencias completas de multitud de aislados de
VIH. Ver: https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/mainpage.html.

d) Marcadores fenotipicos: Los pacientes infectados presentan viremia (presencia de
RNA viral en sangre). La infeccion por VIH se caracteriza por una continua
disminucion en las cuentas de linfocitos CD4 en sangre. Estas pueden mantenerse
estables, segun el caso, bajo terapia antiretroviral.

e) Estabilidad genética: El VIH posee un genoma de RNA que se retrotranscribe a
DNA mediante la transcriptasa reversa viral. La fidelidad de esta RNA-polimerasa
viral es baja y produce tipicamente alrededor de 3 x 107° cambios de nucle6tidos
por ciclo de replicacion. Por lo tanto, existe una poblacién diversa de cuasiespecies
con pequefas alteraciones genéticas circulando en un mismo paciente.

3) Posibles modificaciones genéticas anteriores:

El organismo receptor es el VIH conocido como NL4.3. Este virus se trata de una cepa de
laboratorio quimérica derivada del plasmido pNL4-3, una construccién genética obtenida de las
secuencias 5'1-NY5 y 3'LAV-1. Ver: Adachi, A. et al. 1986 J. Virol. 59:284-291. El plasmido
pPTN/Stopp codifica y expresa el OMG, pTN7Stopp, el cual es deficiente en la expresién de la
proteina viral determinante de entrada (envelope). Brevemente, un cambio de marco de lectura
fue introducido cerca de extremo 5" del envelope Como resultado, el OMG no es infectivo por si
mismo. Ver mas abajo y documentos adjuntos para mas informacion.

4) ¢Se considera patdgeno el organismo receptor?

S X NO [
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5)

6)

7)

8)

9)

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

El VIH se transmite por contacto directo a través de via sanguinea y/o fluidos corporales.
El VIH es patdogeno para los seres humanos, causando el Sindrome de la
Inmunodeficiencia Humana (SIDA). El VIH puede transmitirse desde y/o hacia primates
no-humanos.

Si el organismo receptor es patégeno para los seres humanos, especificar el grupo de
riesgo asignado de acuerdo con la legislacion comunitaria existente, (en particular la
Directiva 2000/54/CE) o0 segun otros sistemas de clasificacion, nacionales o
internacionales (OMS, NIH, etc.):

Segun la OMS y el NIH el VIH se considera un agente biolégico de nivel 3.

a) ¢, De qué modo se manifiesta la patogenicidad?

Disminuciodn tipica de los linfocitos CD4 en sangre correspondiente a una carga viral alta
seguida de un periodo variable de aparente latencia. Sin tratamiento, en general surgen
sintomas del Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Ver:
https://www.aids.gov/hiv-aids-basics/hiv-aids-101/signs-and-symptoms/

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

st [ NO [

Porqué: Desconocemos la existencia de cepas no virulentas
La cepa/linea celular receptora: ¢.esta libre de agentes biol6gicos contaminantes?
Si, estd libre de agentes bioldgicos contaminantes.

Experiencia adquirida en relacibn con la seguridad en la utilizacién del organismo
receptor:

Experiencia propia de los investigadores del Departament de Ciéncies Experimentals i de
la Salut de la Universitat Pompeu Fabra en el trabajo con cultivo celular.

Informacién 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, como cualquier virus depende de una célula huésped.

En caso afirmativo: No procede.

b) Capacidad de crear estructuras de resistencia o letargo: No.
) esporas ]
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ii) endosporas ]
i) quistes ]
iv) esclerocios []
V) esporas asexuales (hongos) ]
Vi) esporas sexuales (hongos) ]

vii) otros, especifiqguese
c) Otros factores que afectan la capacidad de supervivencia: No procede.
d) Posibles nichos ecoldgicos: Poblaciones humanas.
e) Tiempo de generacién en ecosistemas naturales: Se desconoce.
10) Efectos posibles sobre el medio ambiente:

a) Implicaciones en procesos ambientales (p.gj. fijacion del nitrdgeno o regulacién del
pH del suelo): No procede.

b) Interacciones con otros organismos y efectos sobre éstos: No procede.

11) Distribucion geogréfica y tipo de ecosistema en el que se encuentra el organismo
receptor:

El VIH es pandémico. Las regiones mas afectadas se encuentran en el Africa Sub-
Sahariano.

12) Habitat natural del organismo:

Poblaciones humanas.

INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO DONANTE

1) Nombre cientifico: Renilla reniformis
Taxonomia: Género Renilla, Familia Renillidae
Nombre comun: Renilla reniformis o Pensamiento de Mar

2) Tipo de material genético obtenido del organismo donante: ADN correspondiente al gen de la
luciferasa.

3) Método de obtencion:

a) Extraccion []
b) PCR O
c) Sintesisinvitro X

4) Funcion del gen/genes en el organismo donante

La luciferasaes un término genérico para la clase de enzimas oxidativas utilizados
en bioluminiscencia. La luciferasa consume/oxida el pigmento luciferina con gasto de ATP (que
en la célula suele proceder de la transformacion del pirofosfato por el enzima sulfurilasa). La
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reaccion de oxidacion libera luz, de color diferente segun la composicion de la luciferina y
luciferasa, lo que explica la produccién de varios colores, en distintas especies de organismo.

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

st [ NO [X
a) En caso afirmativo, especificar para gue organismos: no procede
) seres humanos []
ii) animales []
i) plantas ]
b) ¢,De qué modo se manifiesta la patogenicidad? No procede
) Las secuencias insertadas: ¢estdn implicadas de alguna forma en las

propiedades patdgenas o nocivas del organismo? No

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

No

INFORMACION RELATIVA A LA MODIFICACION GENETICA

1)

2)

3)

Tipo de modificacion genética:

a) Insercion de material genético
b) Delecién de material genético
¢) Sustitucion de bases

d) Fusién celular

e) Otros, especifiqguese

LIO0X

Finalidad de la modificacion genética:
Nombre OMG: HIV-TN7Stopp

Insertar el gen de la luciferasa firefly junto al material genético del virus para que pueda
ser expresado en células de mamifero. En biologia molecular la Luciferasa se usa
principalmente como un gen reportero en estudios sobre la regulacion de la transcripciéon
y la replicacion. En este caso concreto, medir la actividad luminiscente de la luciferasa
equivale a medir el nivel de expresion de proteinas virales, simplificando asi la
cuantificacion de la expresion viral.

Método utilizado para llevar a cabo la modificacion genética:

Métodos de biologia molecular y clonacion estandares. El OMG se deriva del pNL4.3 (Ver
Adachi, A. et al. 1986 J. Virol. 59:284-291). El vector pTN7Stopp expresa el gen de la
Renilla luciferasa en la posicion del gen nef del VIH. Este vector no expresa gpl120
debido a una insercién de dos nucleétidos en el péptido sefial del envelope. Esto resulta
en cambio de marco y terminacién prematura de la traduccion. El vector fue construido
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4)

por otro grupo de investigacion. Ver Dittmar MT et al Virol 2005 , adjuntado, para
informacién de los métodos llevados a cabo.

¢ Se ha utilizado un vector en el proceso de modificacién?

st X NO [

En caso afirmativo:

Tipo e identidad del vector: vector pNL4.3. Ver Dittmar MT et al Virol 2005

Si se trata de un virus: No procede.

Es defectivo en replicacion Si ] NO [

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):

MAPA pTN7-Stopp

Bagl (13022

Ew1051(11192)
BsaSNL(11192)
EcoT21(10808)
BooAlL(10808)
BbrP1 (10808)
Acvl (10808)
Csp6SKIL (9518},
CipdSL9SIR)
Chil (9518)
BBl (9518)
BspT1041(9518)
BpLAIl (9518)

Bsp1191{9518)

BsiCl(9518)
Bpuldl(9518) \ /
Biml (9518) \\
Bim191(9518) [ y -
i
I

Asull(9518)

AsplOHI(9518)
Al (9518)
Bsp191(9510)
BaHPL9373)
BstEZ359 (9373)
BsrBR1(8272)
BsiBI (8272)
Bsh13651(8272)
Bsell (8272)
Bse81(8272)
BsaBl (8272)

Bl (7

]
A1 (797T)

AsuNHI (7973)
Ecold71(7547)
AspMI (7547)

Aarl (7547)

)

Em 561

(329)

Ceal 331)

C

A
£ 4

13397 bp

Fra2l (665)
Cscl (665)
Eaci6l (665)
Eco29] (665)
CeNI(671)
CspBI (671)

Narl (1321)

Bbel (1324
P 1 ] )
Bbul 2166)
Bspl1201(272%
pTN7-stopp

273
BspMS01 (364
BasNAl (3648
Bst11071(364
BstBS1(3648
BstZ17113641
Aspl (3800)
Ats] (3800)

Agel (4204)

Asi AL{4204)

BskTI4204)

CpAl1(4204)

Aarl (5764)

Aac36l (5764)

BfuAl(5764)

BspMI (5764)

ABTL(6021)

Agll(6021)

Asp10HII (6021)

Basl (6021)

Safl (6503)

BspMKI1(6

503)
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Secuencia
>ctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttitaaccaataggccga
aatcggcaaaatcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtc
cactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcgatggcccactacgtgaacc
atcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagceccccgattta
gagcttgacggggaaagccggcgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcgggegcetaggg
cgctggcaagtgtagcggtcacgcetgcgegtaaccaccacacccgecgcegcttaatgcgecgcetacagggegegte
ccattcgccattcaggctgcgcaactgtigggaagggcegatcggtgcgggcctcettcgctattacgccagetggega
aagggggatgtgctgcaaggcgattaagttgggtaacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggce
cagtgagcgcgcgtaatacgactcactatagggcgaattggagctccaccgeggtggcggcecgctctagetggaag
ggctaatttggtcccaaaaaagacaagagatccttgatctgtggatctaccacacacaaggctacttccctgattgge
agaactacacaccagggccagggatcagatatccactgacctttggatggtgcttcaagttagtaccagttgaacca
gagcaagtagaagaggccaaataaggagagaagaacagcttgttacaccctatgagccagcatgggatggagga
cccggagggagaagtattagtgtggaagtttgacagcectcctagcatttcgtcacatggcccgagagctgeatccgg
agtactacaaagactgctgacatcgagctttctacaagggactttccgctggggactttccagggaggtgtggectgg
gcgggactggggagtggcgagcecctcagatgctacatataagcagctgctttttgectgtactgggtctctetggttag
accagatctgagcctgggagctctctggctaactagggaacccactgcttaagcctcaataaagcttgecttgagtge
tcaaagtagtgtgtgcccgtctgttgtgtgactctggtaactagagatccctcagacccttttagtcagtgtggaaaat
ctctagcagtggcgceccgaacagggacttgaaagcgaaagtaaagccagaggagatctctcgacgcaggactcegg
cttgctgaagcgcgcacggcaagaggcgaggggcggcgactggtgagtacgccaaaaattttgactagcggaggce
tagaaggagagagatgggtgcgagagcgtcggtattaagcgggggagaattagataaatgggaaaaaattcggtt
aaggccagggggaaagaaacaatataaactaaaacatatagtatgggcaagcagggagctagaacgattcgcagt
taatcctggccttttagagacatcagaaggctgtagacaaatactgggacagctacaaccatcccttcagacaggat
cagaagaacttagatcattatataatacaatagcagtcctctattgtgtgcatcaaaggatagatgtaaaagacacca
aggaagccttagataagatagaggaagagcaaaacaaaagtaagaaaaaggcacagcaagcagcagctgacac
aggaaacaacagccaggccgagcagaagcttatcagcgaggaggacctggcagtcagccaaaattaccctatagt
gcagaacctccaggggcaaatggtacatcaggccatatcacctagaactttaaatgcatgggtaaaagtagtagaa
gagaaggctttcagcccagaagtaatacccatgttttcagcattatcagaaggagccaccccacaagatttaaatac
catgctaaacacagtggggggacatcaagcagccatgcaaatgttaaaagagaccatcaatgaggaagctgcaga
atgggatagattgcatccagtgcatgcagggcctattgcaccaggccagatgagagaaccaaggggaagtgacat
agcaggaactactagtacccttcaggaacaaataggatggatgacacataatccacctatcccagtaggagaaatc
tataaaagatggataatcctgggattaaataaaatagtaagaatgtatagccctaccagcattctggacataagaca
aggaccaaaggaaccctttagagactatgtagaccgattctataaaactctaagagccgagcaagcttcacaagag
gtaaaaaattggatgacagaaaccttgttggtccaaaatgcgaacccagattgtaagactattttaaaagcattggg
accaggagcgacactagaagaaatgatgacagcatgtcagggagtggggggacccggccataaagcaagagtttt
ggctgaagcaatgagccaagtaacaaatccagctaccataatgatacagaaaggcaattttaggaaccaaagaaa
gactgttaagtgtttcaattgtggcaaagaagggcacatagccaaaaattgcagggcccctaggaaaaagggctgtt
ggaaatgtggaaaggaaggacaccaaatgaaagattgtactgagagacaggctaattttttagggaagatctggcc
ttcccacaagggaaggccagggaattttcttcagagcagaccagagccaacagccccaccagaagagagcttcag
gtttggggaagagacaacaactccctctcagaagcaggagccgatagacaaggaactgtatcctttagcettcectca
gatcactctttggcagcgacccctcgtcacaataaagataggggggcaattaaaggaagctctattagatacaggag
cagatgatacagtattagaagaaatgaatttgccaggaagatggaaaccaaaaatgatagggggaattggaggttt
tatcaaagtaggacagtatgatcagatactcatagaaatctgcggacataaagctataggtacagtattagtaggac
ctacacctgtcaacataattggaagaaatctgttgactcagattggctgcactttaaattttcccattagtcctattgag
actgtaccagtaaaattaaagccaggaatggatggcccaaaagttaaacaatggccattgacagaagaaaaaata
aaagcattagtagaaatttgtacagaaatggaaaaggaaggaaaaatttcaaaaattgggcctgaaaatccataca
atactccagtatttgccataaagaaaaaagacagtactaaatggagaaaattagtagatttcagagaacttaataag
agaactcaagatttctgggaagttcaattaggaataccacatcctgcagggttaaaacagaaaaaatcagtaacagt
actggatgtgggcgatgcatatttttcagttcccttagataaagacttcaggaagtatactgcatttaccatacctagta
taaacaatgagacaccagggattagatatcagtacaatgtgcttccacagggatggaaaggatcaccagcaatatt
ccagtgtagcatgacaaaaatcttagagccttitagaaaacaaaatccagacatagtcatctatcaatacatggatg
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atttgtatgtaggatctgacttagaaatagggcagcatagaacaaaaatagaggaactgagacaacatctgttgag
gtggggatttaccacaccagacaaaaaacatcagaaagaacctccattcctitggatgggttatgaactccatectga
taaatggacagtacagcctatagtgctgccagaaaaggacagctggactgtcaatgacatacagaaattagtggga
aaattgaattgggcaagtcagattitatgcagggattaaagtaaggcaattatgtaaacttcttaggggaaccaaagc
actaacagaagtagtaccactaacagaagaagcagagctagaactggcagaaaacagggagattctaaaagaac
cggtacatggagtgtattatgacccatcaaaagacttaatagcagaaatacagaagcaggggcaaggccaatgga
catatcaaatttatcaagagccatttaaaaatctgaaaacaggaaaatatgcaagaatgaagggtgcccacactaat
gatgtgaaacaattaacagaggcagtacaaaaaatagccacagaaagcatagtaatatggggaaagactcctaaa
tttaaattacccatacaaaaggaaacatgggaagcatggtggacagagtattggcaagccacctggattcctgagtg
ggagtttgtcaatacccctcecttagtgaagttatggtatcagttagagaaagaacccataataggagcagaaacttt
ctatgtagatggggcagccaatagggaaactaaattaggaaaagcaggatatgtaactgacagaggaagacaaaa
agttgtcccectaacggacacaacaaatcagaagactgagttacaagcaattcatctagetttgcaggattcgggatt
agaagtaaacatagtgacagactcacaatatgcattgggaatcattcaagcacaaccagataagagtgaatcagag
ttagtcagtcaaataatagagcagttaataaaaaaggaaaaagtctacctggcatgggtccagcacacaaaggaat
tggaggaaatgaacaagtagatgggttggtcagtgctggaatcaggaaagtactattittagatggaatagataagg
cccaagaagaacatgagaaatatcacagtaattggagagcaatggctagtgattttaacctaccacctgtagtagca
aaagaaatagtagccagctgtgataaatgtcagctaaaaggggaagccatgcatggacaagtagactgtagecca
ggaatatggcagctagattgtacacatttagaaggaaaagttatcttggtagcagttcatgtagccagtggatatata
gaagcagaagtaattccagcagagacagggcaagaaacagcatacttcctcttaaaattagcaggaagatggeca
gtaaaaacagtacatacagacaatggcagcaatttcaccagtactacagttaaggccgcectgttggtgggcggggat
caagcaggaatttggcattccctacaatccccaaagtcaaggagtaatagaatctatgaataaagaattaaagaaa
attataggacaggtaagagatcaggctgaacatcttaagacagcagtacaaatggcagtattcatccacaattttaa
aagaaaaggggggattggggggtacagtgcaggggaaagaatagtagacataatagcaacagacatacaaacta
aagaattacaaaaacaaattacaaaaattcaaaattttcgggtttattacagggacagcagagatccagtttggaaa
ggaccagcaaagctcctctggaaaggtgaaggggcagtagtaatacaagataatagtgacataaaagtagtgcca
agaagaaaagcaaagatcatcagggattatggaaaacagatggcaggtgatgattgtgtggcaagtagacaggat
gaggattaacacatggaaaagattagtaaaacaccatatgtatatttcaaggaaagctaaggactggttttatagac
atcactatgaaagtactaatccaaaaataagttcagaagtacacatcccactaggggatgctaaattagtaataaca
acatattggggtctgcatacaggagaaagagactggcatttgggtcagggagtctccatagaatggaggaaaaaga
gatatagcacacaagtagaccctgacctagcagaccaactaattcatctgcactattttgattgtttttcagaatctgct
ataagaaataccatattaggacgtatagttagtcctaggtgtgaatatcaagcaggacataacaaggtaggatctct
acagtacttggcactagcagcattaataaaaccaaaacagataaagccacctttgcctagtgttaggaaactgacag
aggacagatggaacaagccccagaagaccaagggccacagagggagccatacaatgaatggacactagagcttt
tagaggaacttaagagtgaagctgttagacattttcctaggatatggctccataacttaggacaacatatctatgaaa
cttacggggatacttgggcaggagtggaagccataataagaattctgcaacaactgctgtttatccatttcagaattg
ggtgtcgacatagcagaataggcgttactcgacagaggagagcaagaaatggagccagtagatcctagactagag
ccctggaagcatccaggaagtcagectaaaactgcttgtaccaattgctattgtaaaaagtgttgctttcattgccaag
tttgtttcatgacaaaagccttaggcatctcctatggcaggaagaagcggagacagcgacgaagagctcatcagaa
cagtcagactcatcaagcttctctatcaaagcagtaagtagtacatgtaatgcaacctataatagtagcaatagtagc
attagtagtagcaataataatagcaatagttgtgtggtccatagtaatcatagaatataggaaaatattaagacaaa
gaaaaatagacaggttaattgatagactaatagaaagagcagaagacagtggcaatgagagtgaaggagaagtat
cagcacttgtggagatgggggtggaaatggggcaccatgctecttgggatattgatgatctgtagtgctacagaaaa
attgtgggtcacgtcaccgtctattatggggtacctgtgtggaaggaagcaaccaccactctattttgtgcatcagatg
ctaaagcatatgatacagaggtacataatgtttgggccacacatgcctgtgtacccacagaccccaacccacaagaa
gtagtattggtaaatgtgacagaaaattttaacatgtggaaaaatgacatggtagaacagatgcatgaggatataat
cagtttatgggatcaaagcctaaagccatgtgtaaaattaaccccactctgtgttagtttaaagtgcactgatttgaag
aatgatactaataccaatagtagtagcgggagaatgataatggagaaaggagagataaaaaactgctctttcaata
tcagcacaagcataagagataaggtgcagaaagaatatgcattcttitataaacttgatatagtaccaatagataata
ccagctataggttgataagttgtaacacctcagtcattacacaggcctgtccaaaggtatcctttgagccaattcccat
acattattgtgccccggctggtittgcgattctaaaatgtaataataagacgticaatggaacaggaccatgtacaaat
gtcagcacagtacaatgtacacatggaatcaggccagtagtatcaactcaactgctgttaaatggcagtctagcaga
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agaagatgtagtaattagatctgccaatttcacagacaatgctaaaaccataatagtacagctgaacacatctgtag
aaattaattgtacaagacccaacaacaatacaagaaaaagtatccgtatccagaggggaccagggagagcatttgt
tacaataggaaaaataggaaatatgagacaagcacattgtaacattagtagagcaaaatggaatgccactttaaaa
cagatagctagcaaattaagagaacaatttggaaataataaaacaataatctttaagcaatcctcaggaggggacc
cagaaattgtaacgcacagttttaattgtggaggggaatttttctactgtaattcaacacaactgtttaatagtacttgg
tttaatagtacttggagtactgaagggtcaaataacactgaaggaagtgacacaatcacactcccatgcagaataaa
acaatttataaacatgtggcaggaagtaggaaaagcaatgtatgcccctcccatcagtggacaaattagatgttcat
caaatattactgggctgctattaacaagagatggtggtaataacaacaatgggtccgagatcttcagacctggagga
ggcgatatgagggacaattggagaagtgaattatataaatataaagtagtaaaaattgaaccattaggagtagcac
ccaccaaggcaaagagaagagtggtgcagagagaaaaaagagcagtgggaataggagctttgttccttgggttctt
gggagcagcaggaagcactatgggctgcacgtcaatgacgctgacggtacaggccagacaattattgtctgatata
gtgcagcagcagaacaatttgctgagggctattgaggcgcaacagcatctgttgcaactcacagtctggggceatcaa
acagctccaggcaagaatcctggcetgtggaaagatacctaaaggatcaacagctcctggggatttggggttgetetg
gaaaactcatttgcaccactgctgtgccttggaatgctagttggagtaataaatctctggaacagatttggaataacat
gacctggatggagtgggacagagaaattaacaattacacaagcttaatacactccttaattgaagaatcgcaaaacc
agcaagaaaagaatgaacaagaattattggaattagataaatgggcaagtttgtggaattggtttaacataacaaat
tggctgtggtatataaaattattcataatgatagtaggaggcttggtaggtitaagaatagtttttgctgtactttctata
gtgaatagagttaggcagggatattcaccattatcgtttcagacccacctcccaatcccgaggggacccgacaggec
cgaaggaatagaagaagaaggtggagagagagacagagacagatccattcgattagtgaacggatccttagcact
tatctgggacgatctgcggagcectgtgectcettcagcetaccaccgcttgagagacttactcttgattgtaacgaggatt
gtggaacttctgggacgcagggggtgggaagcecctcaaatattggtggaatctectacagtattggagtcaggaact
aaagaatagtgctgttaacttgctcaatgccacagcecatagcagtagctgaggggacagatagggttatagaagtat
tacaagcagcttatagagctattcgccacatacctagaagaataagacagggcttggaaaggattttgctataagcc
atggcttcgaaagtttatgatccagaacaaaggaaacggatgataactggtccgcagtggtgggecagatgtaaac
aaatgaatgttcttgattcatttattaattattatgattcagaaaaacatgcagaaaatgctgttatttttttacatggta
acgcggcctcttcttatttatggcgacatgttgtgccacatattgagccagtagcgeggtgtattataccagaccttatt
ggtatgggcaaatcaggcaaatctggtaatggttcttataggttacttgatcattacaaatatcttactgcatggtttga
acttcttaatttaccaaagaagatcatttttgtcggccatgattggggtgcttgtttggcatttcattatagctatgagea
tcaagataagatcaaagcaatagttcacgctgaaagtgtagtagatgtgattgaatcatgggatgaatggcectgata
ttgaagaagatattgcgttgatcaaatctgaagaaggagaaaaaatggttitgygagaataacttcttcgtggaaacc
atgttgccatcaaaaatcatgagaaagttagaaccagaagaatttgcagcatatcttgaaccattcaaagagaaagg
tgaagttcgtcgtccaacattatcatggectcgtgaaatccegttagtaaaaggtggtaaacctgacgtigtacaaatt
gttaggaattataatgcttatctacgtgcaagtgatgatttaccaaaaatgtttattgaatcggacccaggattcttttc
caatgctattgttgaaggtgccaagaagtttcctaatactgaatttgtcaaagtaaaaggtcttcatttttcgcaagaa
gatgcacctgatgaaatgggaaaatatatcaaatcgttcgttgagcgagtictcaaaaatgaacaataaggtaccttt
aagaccaatgacttacaaggcagctgtagatcttagccactttttaaaagaaaaggggggactggaagggctaattc
actcccaaagaagacaagatatccttgatctgtggatctaccacacacaaggctacttccctgattggcagaactaca
caccagggccaggggtcagatatccactgacctttggatggtgctacaagctagtaccagttgagccagataaggta
gaagaggccaataaaggagagaacaccagcttgttacaccctgtgagcctgcatggaatggatgaccctgagaga
gaagtgttagagtggaggtttgacagccgectagcatttcatcacgtggceccgagagcetgcatccggagtactacaa
agactgctgacatcgagctttctacaagggactttccgctggggactttccagggaggtgtggectgggegggactg
gggagtggcgagccctcagatgcetacatataagcagctgcttittgectgtactgggtctetctggttagaccagatct
gagcctgggagctctetggctaactagggaacccactgcttaagcectcaataaagcttgecttgagtgctcaaagtag
tgtgtgcccgtetgttgtgtgactctggtaactagagatccctcagacccttitagtcagtgtggaaaatgaattccage
acactggcggccgttactagtggatccgagctcggtacgtacccagcttttgttccctttagtgagggttaattgegeg
cttggcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgcetcacaattccacacaacatacgagecgga
agcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactcacattaattgegttgcgctcactgeccgcettte
cagtcgggaaacctgtcgtgccagctgceattaatgaatcggccaacgcgeggggagaggeggtitgegtattggge
gctettccgcttectcgetcactgactcgcetgegcteggtegttcggetgcggegageggtatcagctcactcaaagge
ggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggeca
ggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggegtttttccataggctccgecccectgacgagceatcacaaaaatcgacge
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4)

tcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcegtttccecctggaagcetecctegtgegete
tcetgttccgacccetgeegcettaccggatacctgtecgecttteteecttcgggaagegtggegctttetcatagcetcac
gctgtaggtatctcagttcggtgtaggtegttcgetccaagcetgggctgtgtgcacgaaccececcgttcageeccgace
gctgcgcecttatceggtaactatcgtcttgagtccaacceggtaagacacgacttatcgecactggcagcagecactg
gtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcectaactacggctacact
agaaggacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatcegge
aaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaaga
agatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagatta
tcaaaaaggatcttcacctagatccttitaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaactt
ggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgectga
ctcceegtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggecccagtgcetgcaatgataccgcgagacce
acgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggcecgagegcagaagtggtcectgcaact
ttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgecagttaatagtitgcgcaacgt
tgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtegtttggtatggcttcattcagctecggttcccaacgatcaa
ggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagceggttagetcctteggtectccgategttgtcagaagtaagtt
ggccgcagtgttatcactcatggttatggcagceactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgt
gactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcceggegtcaatacg
ggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaa
ggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactegtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcace
agcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttg
aatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgt
atttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgecac

d. Gama de hospedadores del vector: bacteria.
e. Caracteristicas de la movilidad del vector: No procede.
i) factores de movilizacion

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

i) ¢, Puede el vector transferir marcadores de resistencia a otros organismos?
Informacion del inserto:

a) Dimensiones del inserto, mapa de restriccion y secuencia: Ver apartado V.4 y Dittmar
MT et al Virol 2005, adjuntado.

b) Origen y funcién especifica de cada parte del inserto: Ver apartado V.4 y Dittmar MT
et al Virol 2005, adjuntado.

c) Descripcion del método utilizado para la transformacion: Las particulas viricas son
obtenidas mediante co-transfeccion lipidica de los plasmidos HIV-pTN7Stopp y un
plasmido codificante para la proteina envelope nativa en células humanas 293T.
Estos ultimos son el plasmido p-CMV-VSV-G, codificando para la proteina de entrada
del virus de la estomatitis vesicular, y el p-CMV-X4 codificando para la proteina de
entrada de HIV de tropismo CXCR4. 48 horas luego de la transfeccion, los
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sobrenadantes de las células conteniendo las particulas viricas son almacenados a -
80°C en el correspondiente laboratorio de bioseguridad.

d) Informacién sobre los genes estructurales presentes en el inserto: Gen de la
luciferasa.

e) Informacién sobre los elementos reguladores presentes en el inserto: No aplica.
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.

VI. INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO MODIFICADO GE NETICAMENTE

1)

Estado y expresion del material genético introducido:
a) ¢Es un plasmido libre? No
En caso afirmativo:

i) NUmero de copias:
ii) ¢ El plasmido recuperado corresponde al construido?

b) ¢ Esté integrado en los cromosomas nucleares? No.

En caso afirmativo:

i) nimero de copias:

ii) localizacion cromosomica:

iif) secuencias colindantes

iv) ¢ La insercion activa o inactiva la expresion de otros genes?:
C) Si se trata de un virus: HIV-TN7Stopp

i) La insercion es especifica X

i) La insercion se produce al azar ]

iii) Existe la posibilidad de formacion de particulas viricas  [X]

d) Andlisis moleculares realizados relativos a la expresion del producto deseado (PCR,
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) =
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VILI.

Aportar toda la documentacién al respecto. Consultar documentacion anexa: Dittmar MT
et al Virol 2005, adjuntado.

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 reproduccién?
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: No.

d) ¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a los posibles efectos sobre el
medio ambiente? En caso afirmativo, especifiquese: No procede.

e) ¢Es diferente el OMG en cuanto a las caracteristicas nutricionales? En caso afirmativo,
especifiqguese: No.

i) Marcadores especificos del OMG: No procede.

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

El OMG es estable en cultivos celulares. De todas formas existe una probabilidad baja de
pérdida del inserto durante el proceso de replicacion celular.

4) Posibilidad de transferencia de material genético a otros organismos:
Nula. El inserto no tiene capacidad autonoma de transferirse.
5) Descripcion de métodos de identificacidn y aislamiento empleados.
a) Técnicas utilizadas para la identificacion del OMG: técnicas de biologia molecular:

deteccidn de luciferasa, deteccion de genoma viral mediante gPCR, etc.
b) Técnicas empleadas para aislar el OMG en el medio ambiente: No procede.

DESCRIPCION DE LAS OPERACIONES

1) Naturaleza de las operaciones:

a) Ensefianza []
b) Investigacion X
c) Desarrollo []

2) Volumen o cantidad de OMG a utilizar:

a) Volumen maximo en el caso de microorganismos: < 1.0L / dia.
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b) Numero de plantas: No procede.
¢) Numero de animales: No procede.

3) 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 financiacién de los proyectos a los que estan asociados las actividades con los OMG).

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

Introduccion de material genético viral para expresion y produccion de particulas virales
infecciosas del VIH a través de la transfeccion de su material genético en células humanas
en condiciones normales y bajo el agregado de sustancias quimicas y otras.

5) Origen del OMG: indicar si el OMG procede de otro centro 0 empresa (sefialar nombre y
ubicacién), y si es asi, si dicho centro o empresa esta registrado conforme a la normativa
espafiola y/o europea vigente sobre OMG:

El plasmido que codifica y expresa el OMG procede originariamente del laboratorio del Dr.
Matthias T Dittmar, Heidelberg, Alemania. EI OMG fue otorgado sin restricciones.

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 acompafiamiento e identificacion oly etiquetado).

El plasmido que codifica para el OMGs se envia en un paquete que contiene viales con DNA
plasmidico. El envio se hace a una temperatura de 4°C y se envia mediante la compafiia
FeDEX con la documentacion adecuada indicando su contenido biolégico y su no
peligrosidad.

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

El OMG es transfectado en células humanas 293T mediante transfeccion lipidica. Con ayuda
de expresion de proteinas del envelope viral mediante co-transfeccion de plasmidos
expresando las proteinas de entrada (ver arriba). El plasmido conteniendo la secuencia
modificada replica y genera particulas virales defectuosas en el envelope que son
empagquetadas junto al envelope donado en trans y excretadas al medio de cultivo celular. 48
a 72 horas luego, los sobrenadantes conteniendo el virus son recolectados y procesados via

! Legislacion vigente que afecta al transporte MO

Reglamento (CE) N° 1946/2003, del Parlamento Eurgpdel Consejo, de 15 de julio de 2003, relativamavimiento
transfronterizo de organismos modificados genétiam El formulario necesario para acompafar &MS en el
transporte, puede encontrarse en el siguienteerftdtp://www.biodiv.org/biosafety/cop-
mop/result.aspx?id=8288&Ig=-)1

Normativa nacional e internacional (OACI/IATA, OMIDG, TPF/RID y TPD/ADR) para el transporte de mewias
peligrosas y, en particular, de sustancias infsesy muestras para diagnéstico.
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filtracion y centrifugacion. Segun el caso, las células se lisan y se evalla la actividad
luciferasa, que equivale a medir la actividad viral.

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

El laboratorio de contencion 62.309.02 cuenta con las medidas de accidn preventiva propias
del nivel 3 de contencion bioldgica, de acuerdo con el anexo IV al Real Decreto 664/1997, de
12 de Mayo, sobre Proteccion de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la
exposicion a agentes bioldgicos durante el trabajo.

La gestion de residuos se basa en el Manual de Residuos del Parque de Investigacion

Biomédica de Barcelona (ver Anexo XV) y se lleva a cabo por la empresa especializada
CESPA.

VIIl.-  INFORMACIONES ADICIONALES RELATIVAS A LA UBI_CACION DE LA INSTALACION

1) Proximidad a fuentes de peligro potenciales:
Se adjunta croquis de situacion (ver Anexo XVI) y plano 1:5.000: (ver Anexo XVII).
2) Descripcién de las condiciones climéaticas predominantes:

El clima en Barcelona es Mediterraneo, del tipo bajo central. La precipitacion mediana anual
esta alrededor de los 600mm, siendo los valores mas elevados cerca de la cordillera del
litoral. La estacion lluviosa al afio, es el otofio, seguida de la primavera, y la seca el verano
sobre todo en julio. Con respecto a las temperaturas, los inviernos son suaves, con medias de
9°C a 11°C, las temperaturas son mas bajas en las zonas préximas a BesOs y a la Zona
Franca dénde las minimas son mas frias y los veranos calurosos, entre los 23°C y 24°C por
término medio, comportando una amplitud térmica anual moderada. Casi nunca hiela en el
centro de Barcelona.

3) Notificacion de la instalacién: indicar las secciones donde se desarrolla la actividad objeto de
la notificacion, con indicaciones de la categoria de confinamiento prevista:

El laboratorio donde se manipulardn los organismos es el laboratorio de contencion
62.309.02, que cuenta con las medidas de accion preventiva propias del nivel 3 de contencidn
bioldgica, de acuerdo con el anexo IV al Real Decreto 664/1997, de 12 de Mayo, sobre
Proteccion de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicion a agentes
biolégicos durante el trabajo.

IX. DESCRIPCION DE LAS MEDIDAS DE PROTECCION Y CONT ROL ADOPTADAS DURANTE
LA UTILIZACION CONFINADA

1) Adopcién de las Buenas Précticas de Laboratorio:

El personal que trabaja en la zona de utilizacion confinada de organismos genéticamente
modificados dispone de una norma de prevencion (NP-05.2: Manual del laboratorio de
Contencién 62.309.02 con nivel de seguridad biolégica de clase 3), y de una coleccion de
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instrucciones basicas de uso del laboratorio de contencion. Correspondiendo,
respectivamente, a los Anexos:

Anexo lll: Manual de Bioseguridad.

Anexo |V: instrucciébn béasica para utilizar el laboratorio de contencién
62.309.02.

Anexo V: Instruccidén béasica para entrar y salir del laboratorio de contencién
62.309.02.

Anexo VI: instruccién basica para actuar en emergencias en el laboratorio de
contencion 62.309.02.

2) Formacion del personal adscrito:

El edificio Parc de Recerca Biomédica de Barcelona dispone de un Plan de autoproteccion. El
responsable de su elaboracion e implantacion es el Consorci Parc de Recerca Biomedica de
Barcelona, como titular del edificio. Desde el afio 2007, se difunden dos veces al afio, con
motivo del simulacro de emergencia y en el periodo vacacional de verano, unas normas
basicas de autoproteccion. También estan disponibles en la intranet de la Universidad. Se
adjuntan como Anexo:

Anexo XllI: Informe de andlisis de los riesgos y de las condiciones de proteccion del
laboratorio de nivel 3 de contencidn biologica ubicado en el edificio PRBB (Barcelona).

3) Programas de limpieza/desinfeccién/descontaminacion:

El personal que trabaja en la zona de utilizacion confinada de organismos genéticamente
modificados dispone de una norma de prevencion (NP-05.2: Manual del laboratorio de
Contencién 62.309.02 con nivel de seguridad biol6gica de clase 3), que contiene sub-
apartados especificos con el procedimiento de limpieza de los principales equipos de trabajo.

Anexo lll: Manual de Bioseguridad (apartado 4.5.2.7.6: pautas especificas de
actuacion con equipos de trabajo).

4) Programas de mantenimiento de aparatos para el confinamiento:

La Universitat Pompeu Fabra tiene repartidos el mantenimiento de las salas de contencién
biolégica y el resto de laboratorios de la forma siguiente:

El mantenimiento de las instalaciones troncales, electricidad, climatizacion (incluidos filtros
Hepa), datos, deteccion de incendios, agua, desguaces, etc. lo tiene delegado al gestor del
edificio Parque de Investigacion Biomédica de Barcelona (PRBB) al formar parte del edificio,
pagando este servicio onjuntamente con el alquiler. EI PRBB tiene contratado para este
trabajo a la empresa Dalkia (antes Agefred).

El mantenimiento del equipamiento cientifico estad contratado a la empresa TBS,
complementado con los contratos de mantenimiento especificos del equipamiento especial
(Matachana y Telsar), con los fabricantes del equipo.

5) Programas de inspeccién y control del confinamiento:
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Estudio inicial de comprobacién de la estanqueidad del laboratorio de contencién (Anexo
XIlI-A / B) i seguimiento periédico y certificado de la eficacia de los filtros HEPA de las
cabinas de bioseguridad (Anexo XIV).

X.- GESTION E INACTIVACION DE RESIDUOS

1) Encargado de la gestién de residuos:

Gestion interna: S[ [] NO [X
Gestion por una empresa externa:  Si = NO []

Si es el caso, nombre de la empresa externa encargada de la gestién de los residuos:
Cespa Gestidon de Residuos, S.A.

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

Los residuos infecciosos y no infecciosos generados en el laboratorio de contencidon son
residuos sanitarios especificos del grupo lll.

Para la eliminacion de residuos liquidos, mediante decantacion, y de pequefios residuos
sélidos que han estado en contacto con material infeccioso, es necesario:

o Decantar los residuos en el recipiente de plastico autoclavable, ubicado en el
interior de las cabinas de seguridad biologica.

« Inactivar el contenido con Perasafe al 1%.

« Introducir las pipetas Pasteur o calibradas, puntas de pipeta, tubos Eppendorf o
tubos Sarsted y demas material pequefio en los recientes de decantacion de las
cabinas.

Las pipetas largas deberan lavarse (aspirante y liberando) con la dilucion de Perasafe, como
minimo dos veces antes de ser descartadas dentro del recipiente.

Los tubos pequefios, después de eliminar el liquido de su interior, se introduciran abiertos en
el recipiente de decantacion.

Este material se dejara inactivar durante 8 h dentro de la cabina.

« No superar con los residuos sélidos el nivel de liquido que hay dentro del recipiente
de decantacion.

o Sustituir el recipiente de decantacion cuando se llene en dos tercios de su
capacidad.

» Cerrar el recipiente y autoclavarlo.

El material plastico de mayor volumen se eliminara en funcién de su estanqueidad. Las placas
y frascos se descontaminaran poniendo Perasafe al 1% en los pozos de las placas y los
frascos, y dejdndoles un minimo de 8 horas en la cabina u otros recipientes que por si
mismos cierren herméticamente. Todos los contenedores de residuos deben estar rotulados
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con el nombre del usuario, contenido y fecha. Al dia siguiente habrd que tirar el material al
contenedor especifico de residuos solidos (negro con tapa amarilla).

Los objetos punzantes y/o cortantes se utilizardn Unicamente en los casos en que sea
estrictamente necesario, y tendran recipientes especiales situados en el interior de las
cabinas (amarillo con tapa roja).

Los contenedores especificos se cerrardn y se autoclavaran.

Los papeles de pipetas u otros papeles no contaminados se depositaran en la papelera, que
contendré una doble bolsa, la externa de autoclave y la interna de residuos urbanos. Nunca
se llenara mas de la mitad de su capacidad, para que puedan ser manipuladas con seguridad.
Ambas bolsas tendran que cerrarse antes de autoclavarlas, minimizando su manipulacion, y
poner cinta indicadora de esterilizacion en su exterior.

Todo el material sélido o liquido de rechazo, aunque ya no sea estrictamente infeccioso, debe
salir de la zona de contencion convenientemente autoclavado.

PREVENCION DE ACCIDENTES (Cumplimentar para los tipos 2,3y 4)

1) Condiciones en las que podria producirse un accidente:

La causa mas probable es por derramamiento de un cultivo que contenga el OMG. Si éste se
produce en el interior de la cabina se deben seguir las recomendaciones previstas en el
protocolo de trabajo en cabina. Si se produjera fuera de la cabina se deben de seguir las
recomendaciones de seguridad del protocolo de trabajo de la P3.

En otro tipo de accidentes que se puedan producir, como por ejemplo un incendio en el
interior de la sala de cultivos, el OMG no tendria ningun efecto en la salud humana o el medio
ambiente ya que no se liberaria al exterior sino que quedaria destruido.

2) Equipamiento de seguridad (especifiquese):

La zona de utilizacién confinada de organismos genéticamente modificados dispone de un
botiquin portétil de primeros auxilios, dotados de acuerdo a lo establecido en el anexo VI del
Real Decreto 486/1997, de 14 de Abril, sobre disposiciones minimas de Seguridad y Salud en
los Lugares de Trabajo.

3) Descripcion de la informacién suministrada a los trabajadores:

El personal que trabaja en la zona de utilizacion confinada de organismos genéticamente modificados
dispone de una norma de prevencion (NP-05.2: Manual del laboratorio de Contencion
62.309.02 con nivel de seguridad biologica de clase 3), que contiene un capitulo especifico
sobre medidas de emergencia donde se detallan; protocolo de actuacion en caso de vertido
de agentes bioldgicos, protocolo de actuacion en caso de contacto accidental y protocolo de
gestion interna y de notificaciébn de accidentes e incidentes, asi como una instruccion béasica
de actuacion.

Anexo lll: Manual de Bioseguridad.
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Anexo VI: instruccion bésica para actuar en emergencias en el laboratorio de
contencion 62.309.02.

4) Planes de emergencia:

El protocolo de actuacion en caso de contacto accidental se ha coordinado con el Servicio de
Prevencion de Riesgos Laborales del Parc de Salut Mar de Barcelona, y con los servicios
asistenciales de la Mutua de Accidentes de Trabajo y Enfermedades Profesionales, a la que
la UPF se ha asociado. Estd detallado en la norma de prevencion (NP-05.2: Manual del
laboratorio de Contencién 62.309.02 con nivel de seguridad biolégica de clase 3), apartado
4.5.2.7.9: Medidas de emergencia.

Anexo lll: Manual de Bioseguridad.
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MINISTERIO PARTE C DIRECCION GENERAL DE
DE AGRICULTURA, ALIMENTACION Y gal-Bl:IDEAI\II?I':LE;/)I\A/III_EUD'TgﬁETURAL

MEDIO AMBIENTE

COMISION NACIONAL DE
BIOSEGURIDAD

EVALUACION DE RIESGO DE ACTIVIDADES DE UTILIZACION CONFINADA DE
ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE

N° de Registro: N° de Notificacion:

Cumplimentar un formulario tipo C por cada activida d tipo 2, 3 0 4. En caso de actividades tipo 1,
deben seguirse las instrucciones recogidas en el ap artado lll.1.a de la Guia para la remisién de
solicitudes de registro de instalaciones.

RESPONSABLES DE LA ACTIVIDAD

1) Entidad

Nombre: Universitat Pompeu Fabra (UPF)
Direccion postal: Dr. Aiguader, 88 — 08003 Barcelona

2) Representante legal de la entidad

Nombre y apellidos: Jaume Casals Pons
NIF: 37317474-C

Cargo: Rector

Tel: 93 542 20 00

Fax: 93 542 20 02

Correo electrénico: rector@upf.edu

3) Responsable cientifico de la actividad

Nombre y apellidos: Andreas Franz Meyerhans

NIF: Y-0810274-K

Cargo: Investigador Principal del Grupo de Biologia de la Infeccion, Departamento de Ciencias
Experimentales y de la Salud, Universitat Pompeu Fabra

Tel: 93 316 08 31

Fax: 93 316 09 01

Correo electrénico: andreas.meyerhans@upf.edu

d) Responsable de bioseguridad de la instalacion donde se realizara la actividad

Nombre y apellidos: Andreas Franz Meyerhans

NIF: Y-0810274-K

Cargo: Responsable del laboratorio de contencién 62.309.02 con nivel de seguridad bioldgica de
nivel 3

Tel: 93 316 08 31

Fax: 93 316 09 01

Correo electrdnico: andreas.meyerhans@upf.edu

PLAZA DE SAN JUAN DE LA

CRUZ, SIN
28071 MADRID

TEL.: 91 597.59.08
FAX.: 91 534.05.82




5) Indicar cudl de los anteriores actuara como persona de contacto

El responsable cientifico de la instalacion actia como persona de contacto.

Il. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD.

1. Objetivo de la actividad:

Introduccion de material genético viral para expresion y produccion de particulas virales
infecciosas del VIH a través de la transfeccion de su material genético en células humanas en
condiciones normales y bajo el agregado de sustancias quimicas y otras.

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

Indeterminada.

Il EVALUACION DE RIESGO

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

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)
b)
<)
d)
e)

f)

9)

Organismo receptor. Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH).

Organismo donante. Renilla reniformis.

Inserto. Gen de la luciferasa.

Vector. plasmido pNL4.3.

Organismo modificado genéticamente resultante. Plasmido que codifica para el
VIH que expresa el gen de la luciferasa (pTN7Stopp).

Efectos para la salud humana y la sanidad animal y vegetal. EI OMG no es
infeccioso para las personas al ser defectivo en su replicacion (Ver Documento A).
Efectos para el medio ambiente. No procede.

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 exposicion a agentes biolégicos durante el trabajo).

Tipo 1
Tipo 2
Tipo 3
Tipo 4

(|

2 Ministerio
de Agricultura,
Alimentacién y Medio
Ambiente



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): las actividades se desarrollan en el correspondiente laboratorio de
seguridad de nivel 3 de acuerdo a los protocolos establecidos (ver apartado 5).

b) Concentracion y escala utilizadas: el titulo del OMG varia de acuerdo a la eficiencia de
produccion. Normalmente se obtiene un titulo de 10°-10" TCIDsy/mL de sobrenadante.

¢) 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): los cultivos se desarrollan en el correspondiente laboratorio de seguridad de nivel
3 de acuerdo a los protocolos establecidos (ver apartado 5). La causa mas probable es
por derramamiento de un cultivo que contenga el OMG. Si éste se produce en el
interior de la cabina se deben seguir las recomendaciones previstas en el protocolo de
trabajo en cabina. Si se produjera fuera de la cabina se deben de seguir las
recomendaciones de seguridad del protocolo de trabajo del P3.

4, Determinacion de la clasificacién y medidas de confinamiento definitivas y confirmacion
de su idoneidad:

Laboratorio de contencién con nivel de Seguridad biolégica de clase 3: laboratorio
preparado para trabajar con agentes biolégicos en un nivel 3 de contencion fisica. El
laboratorio objeto de autorizacion se dedica al tratamiento de muestras clinicas y a la
investigacion en virologia en general, actividades que requieren ciertas limitaciones de
trabajo.

Segun establece el RD 664/1997 para este tipo de laboratorios, cumple con las
condiciones siguientes: filtracion del aire extraido del espacio de trabajo con filtros
HEPA, acceso restringido al personal autorizado, procedimientos de desinfeccién
especificos, control eficiente de vectores, superficies impermeables al agua y de facil
limpieza y resistente a acidos, alcalinos y disolventes y desinfectantes, almacén de
seguridad para agentes bioldgicos, cabinas de seguridad biolégica. También dispone
de una autoclave propia para poder esterilizar todo el material que sale de la sala.

5. Determinacién del riesgo en el caso de que se produzca una liberacion accidental:
Desarrollar con la extension que proceda, siguiendo el orden propuesto.

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

El laboratorio de contencion 62.309.02 se encuentra en el tercer piso del Parc de
Recerca Biomedica de Barcelona. Este edificio, ubicado en el barrio de la Barceloneta,
esta en el Paseo Maritimo, delante del mar. A su izquierda se encuentra el Hospital del
Mar. Hay diversos colegios en la zona, asi como equipamientos municipales
(mercados, gimnasios...).

El clima en Barcelona es Mediterrdneo, del tipo bajo central. La precipitacion mediana
anual estd alrededor de los 600mm, siendo los valores méas elevados cerca de la
cordillera del litoral. La estacion lluviosa al afio, es el otofio, seguida de la primavera, y
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la seca el verano sobre todo en julio. Con respecto a las temperaturas, los inviernos
son suaves, con medias de 9°C a 11°C, las temperaturas son mas bajas en las zonas
préximas a BesoOs y a la Zona Franca dénde las minimas son mas frias y los veranos
calurosos, entre los 23°C y 24°C por término medio, comportando una amplitud térmica
anual moderada. Casi nunca hiela en el centro de Barcelona. La humedad relativa de la
ciudad suele estar entre el 60 al 75%.

a) Condiciones en las que podria producirse un accidente.

La causa mas probable es por derramamiento de un cultivo que contenga el OMG. Si
éste se produce en el interior de la cabina se deben seguir las recomendaciones
previstas en el protocolo de trabajo en cabina. Si se produjera fuera de la cabina se
deben de seguir las recomendaciones de seguridad del protocolo de trabajo de la P3.

En otro tipo de accidentes que se puedan producir, como por ejemplo un incendio en el
interior de la sala de cultivos, el OMG no tendria ningun efecto en la salud humana o el
medio ambiente ya que no se liberaria al exterior sino que quedaria destruido.

No se contempla la posibilidad de salida de materia | contaminado ni la
posibilidad de lesion con objeto punzante.

b) Equipos de seguridad, sistemas de alarmay métodos de confinamiento adicionales.

Sala de cultivos con presion negativa. Doble puerta para acceder a la sala. Sistema de
radiacion ultra violeta general. Cabinas de flujo laminar. Batas de laboratorio
especificas para la sala de cultivos de tipo Ill. Guantes individuales y de un solo uso.

c) Planes de emergencia (para actividades tipo 3y 4).

El personal que trabaja en la zona de utilizacibn confinada de organismos
genéticamente modificados dispone de una norma de prevencion (NP-05.2: Manual del
laboratorio de Contencién 62.309.02 con nivel de seguridad biol6gica de clase 3), que
contiene un capitulo especifico sobre medidas de emergencia donde se detallan;
protocolo de actuacion en caso de vertido de agentes bioldgicos, protocolo de
actuacion en caso de contacto accidental y protocolo de gestion interna y de
notificacion de accidentes e incidentes, asi como una instruccion basica de actuacion.

Anexo lll: Manual de Bioseguridad.
Anexo VI: instruccion basica para actuar en emergencias en el laboratorio de
contencion 62.309.02.
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