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N° de Registro: N° de Notificacion:

L INFORMACION GENERAL

1) Responsables de la actividad
a) Entidad

Nombre: Centro Nacional de Biotecnologia (CNB, CSIC)
Direccion postal: ¢/ Darwin 3
28049 - Madrid

b) Representante legal de la entidad

Nombre y apellidos: Fernando Rojo de Castro, Profesor de Investigaciéon del CSIC
NIF: : 50295113-R

Cargo: Director del CNB

Tel: 91 585 45 03 /91 585 45 39

Fax: 971 585 45 06

Correo electronico: direccion.cnb.csic.es / frojo@cnb.csic.es

c) Responsable cientifico de la actividad

Nombre y apellidos: Fernando Almazan Toral
NIF: 02200595-R

Cargo: Cientifico Titular del CSIC

Tel: 915854678

Fax: 915854506

Correo electronico: falmazan@cnb.csic.es

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

Nombre y apellidos: Fernando Usera Mena

NIF: 00694865-N

Cargo: Responsable del Servicio de Seguridad Biolégica y Proteccién Radiolégica
Tel: 91 585 45 41

Fax: 971 585 45 06

Correo electronico: fusera@cnb.csic.es

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
Fernando Usera Mena

2) Debe senalarse si para la ejecucion de esta actividad se recibe financiacion del Plan Estatal
de Investigacion 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.

S ] NO [X

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:
Laboratorio de nivel 3 de contencién biolégica (NCB3) del CNB
07/03/2001

b) Numero de referencia del expediente:

A/ES/00/1-8

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD:

1) Finalidad de la actividad:

1.1) Rescate del virus del ZIKA (ZIKV) a partir de un clon infectivo generado en un
cromosoma artificial de bacterias (BAC). Se generara un clon infectivo del ZIKV en BAC en
base a la secuencia del aislado Natal RGN (Ref GenBank KU527068) con una mutacion
puntual silenciosa que se utilizara como marcador genético. A partir del clon infectivo
generado se rescatara virus infectivo mediante la transfeccion de este en células Vero. El
objetivo de generar el clon infectivo es el de disponer de un sistema de genética reversa
para el ZIKV. Ademas, utilizando el clon infectivo se generaran mutantes de sustituciéon de
las secuencias codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5, potencialmente
implicadas en la inhibiciéon de la respuesta a interferén. El objetivo de construir estos
mutantes es estudiar las bases moleculares de la virulencia del ZIKV y generar virus
atenuados que puedan ser utilizados como candidatos a vacunas.

1.2) Construccion de un replicéon del ZIKV. Se generara a partir del clon infectivo mediante
la delecion de la secuencia codificante para la proteina de la envuelta (E), la cual es
esencial para la produccioén de particulas virales infectivas pero no para la replicacion del
genoma viral. Con el replicon generado se podra estudiar el mecanismo de replicacion del
virus y testar antivirales sin la necesidad de manipular virus infectivo.
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2) Clasificacién 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 Ill 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
Comisién 2000/608/CE, de 27 de septiembre, relativa a las Notas de orientacion para la evaluacion del
riesgo.

Tipo 1 ]
Tipo 2 []
Tipo 3 =
Tipo 4 ]

Si bien, actualmente el ZIKV esta clasificado oficialmente en la Unién Europea dentro del
grupo de riesgo 2 de patégenos humanos, cabe la posibilidad de que se reclasifique a en
el grupo de riesgo 3 por ser un flavivirus y por su posible relacion con microcefalia en
neonatos. Por este motivo, el rescate de virus infectivo se realizara en todos los casos en
el laboratorio NCB3 del CNB.

En el caso del replicén generado, la actividad se clasificara como actividad confinada tipo
2, ya que a partir del replicon no se puede generar virus infectivo al carecer de la proteina
E. Su manipulacién y estudio se llevara a cabo en un laboratorio de nivel 2 de contenciéon
biolégica. Por tanto, esta actividad confinada de tipo 2 se solicitara en formato aparte
posteriormente.
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PROCESO GENERAL PARA LA OBTENCION DE UN OMG A EFECTOS DE NOMENCLATURA:

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

7

Vv

VECTOR (virus, pldsmido 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 introduccion de
DNA en el organismo receptor:
recombinacién por vectores,

macroinyeccién, microinyeccion, balistica...

ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE
Organismo cuyo material genético ha sido
modificado de alguna manera que no se

Modificacion
genética

V

ORGANISMO RECEPTOR
Organismo que sufre la modificacion

produce naturalmente en el apareamiento ni e— genética

en la recombinacién natural
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3) INFORMACION SOBRE EL ORGANISMO RECEPTOR DEL CUAL SE DERIVA EL OMG

1) Nombre cientifico: ZIKV-Natal RGN
Taxonomia: Familia Flaviviridae, género flavivirus

Nombre comun: Virus del ZIKA

2) Descripcion de los métodos de identificacion y aislamiento.
a) Técnicas de aislamiento:

El organismo receptor es el flavivirus ZIKV-Natal RGN (Ref GenBank KU527068ElI),
el cual se modificara genéticamente utilizando un clon infectivo en BAC (pBAC-
ZIKV-FL) que contiene el cDNA que codifica el genoma del virus bajo el control del
promotor del virus citomegalovirus (CMV). EI cDNA que codifica el genoma del
virus se construira a partir de 4 fragmentos solapantes generados mediante
sintesis quimica. El clon infectivo se amplificara en la cepa DH10B de E. Coli (no
patogénica) y se purificara utilizando el Kit LARGE CONSTRUCT de QIAGEN.
Mediante la transfecciéon del clon infectivo en células Vero se rescatara virus
infectivo, el cual se amplificara en células Vero, se titulara y se almacenara a -70°C.
Si bien, actualmenente el ZIKV esta clasificado dentro del grupo de riesgo 2, cabe la
posibilidad de que se reclasifique a nivel 3 por ser un flavivirus y su posible
relaciéon con microcefalia. Por este motivo, el rescate de virus infectivo se realizara
en todos los casos en el laboratorio de nivel 3 de contencién biolégica del Centro
Nacional de Biotecnologia (CNB) utilizando equipos de proteccién individual.

La secuencia de nucleétidos del organismo receptor se detalla en el anexo adjunto.

b) Técnicas de identificacién:

El ZIKVY se identificara mediante técnicas convencionales @ como
inmunofluorescencia, RT-PCR y secuenciacion.

¢) Marcadores genéticos:

El organismo receptor no presenta ningiin marcador genético especifico. El clon
infectivo en BAC presentara una mutacion silenciosa mediante la sustitucion de
una base para posible reconocimiento.

d) Marcadores fenotipicos:

El ZIKV presenta un efecto citopdtico caracteristico en células Vero en cultivo,
caracterizado por el redondeamiento de las células infectadas.
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e) Estabilidad genética:

La estabilidad genética del ZIKV en cultivos celulares es similar a la descrita para
otros virus RNA de cadena positiva.

3) Posibles modificaciones genéticas anteriores:
Ninguna.
4) ;Se considera patégeno el organismo receptor?

S X NO []

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

El ZIKV es patégeno para los seres humanos

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

Como se ha indicado anteriormente, si bien, actualmente el ZIKV esta clasificado
dentro del grupo de riesgo 2, cabe la posibilidad de que se reclasifique a nivel 3 por
ser un flavivirus y su posible relacién con microcefalia.

a) ¢ De que modo se manifiesta la patogenicidad?

El ZIKV es un flavivirus transmitido por mosquitos de la especie Aedes que infecta
humanos. Usualmente la infeccién es asintomatica. En los casos en los que
aparecen sintomas, la enfermedad es leve y se caracteriza por la apariciéon de
fiebre, erupciones cutdaneas y conjuntivitis. Recientemente, el ZIKV ha adquirido
una gran relevancia en salud humana por su posible relacién con los casos de
microcefalia en nifAos recién nacidos en varias regiones de Brasil con alta
prevalencia del ZIKV. En este sentido, el virus se ha detectado en el cerebro de
fetos con microcefalia y se ha demostrado que es capaz de infectar in vitro células
progenitoras neurales del cortex.

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

No aplica. Hasta la fecha no se han descrito cepas no virulentas del ZIKV

Sl ] NO []
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Porqué:

La cepallinea celular receptora: ¢ esta libre de agentes biolégicos contaminantes?

Tanto las bacterias donde se propagaran los clones infectivos, como las células
Vero que se utilizaran para rescatar los virus recombinantes estan libres de agentes
biolégicos contaminantes, por lo que se presupone que los virus obtenido a partir
de los clones infectivos también estaran libres de agentes biolégicos
contaminantes.

Experiencia adquirida en relaciéon con la seguridad en la utilizacion del organismo
receptor:

Nuestro laboratorio presenta una experiencia de mas de 20 arios en el manejo de
virus RNA de cadena positiva, incluyendo coronavirus (TGEV, SARS-CoV, MERS-
CoV) y el flavivirus DENGE, no habiéndose detectado ninguin problema de
bioseguridad.

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. El ZIKV solo es capaz de sobrevivir en el vector de transmisiéon (mosquitos de
la especie Aedes) o en las especies susceptibles de ser picadas por estos
mosquitos como los seres humanos. Este virus es muy labil si se somete a
condiciones medioambientales externas (sequedad, Iuz ultravioleta, etc.). El
mosquito vector no se encuentra actualmente en la zona central de la Peninsula
Ibérica.

En caso afirmativo:

b) Capacidad de crear estructuras de resistencia o letargo:
i) esporas L]
ii) endosporas L]
ii) quistes L]
iv) esclerocios L]
v) esporas asexuales (hongos) ]
vi) esporas sexuales (hongos) ]

vii) otros, especifiquese

c) Otros factores que afectan la capacidad de supervivencia:

No se han descrito.
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d) Posibles nichos ecoldgicos:

Mosquitos de la especie Aedes que actuan como reservorio y vector de
transmision.

e) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

No aplica.

10)  Efectos posibles sobre el medio ambiente:

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

No se han descrito.

b) Interacciones con otros organismos y efectos sobre éstos:

El ZIKV es un flavivirus transmitido por mosquitos de la especie Aedes que infecta
humanos. Usualmente la infeccion en humanos es asintomdtica. En los casos en
los que aparecen sintomas, la enfermedad es leve y se caracteriza por la aparicion
de fiebre, erupciones cutaneas y conjuntivitis. Recientemente, el ZIKV ha adquirido
una gran relevancia en salud humana por su posible relacién con los casos de
microcefalia en nifAos recién nacidos en varias regiones de Brasil con alta
prevalencia del ZIKV. En este sentido, el virus se ha detectado en el cerebro de
fetos con microcefalia y se ha demostrado que es capaz de infectar in vitro células
progenitoras neurales del cortex.

11) Distribucion geogréafica y tipo de ecosistema en el que se encuentra el organismo
receptor:
Actualmente el ZIKV se distribuye en la mitad norte del continente Africano y varios
paises de Sudameérica y el Sudoeste Asiatico.

12) Habitat natural del organismo:

El habitat de los mosquitos de la especie Aedes que actuan como reservorio y
vector de transmision.
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Iv. INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO DONANTE

En la actividad se propone la generacién de un clon infectivo en BAC del aislado Natal
RGN del ZIKV con el fin de disponer de un sistema de genética reversa que permita la
manipulacién genética del virus. EI ¢cDNA que codifica el genoma del virus se
construira a partir de 4 fragmentos solapantes generados mediante sintesis quimica,
los cuales se clonaran secuencialmente en un BAC bajo el control del promotor del
CMV. A partir del clon infectivo, se generaran nuevos clones infectivos con
mutaciones en las secuencias codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5, y un
replicon mediante la delecion de la secuencia codificante para la proteina E.

En este caso en concreto, no se pretende introducir un gen de un organismo en otro.
Lo dnico que se pretende es mutar o delecionar secuencias del genoma viral con el fin
de generar virus recombinantes atenuados o un replicon que permita estudiar el
mecanismo de replicacion del virus y testar antivirales sin la necesidad de manipular
virus infectivo. Por esta razén, no_existe un organismo donante y por lo tanto la
informacioén requerida al este respecto no aplica en este actividad concreta.

1) Nombre cientifico:
Taxonomia:
Nombre comun:

No aplica.

2) Tipo de material genético obtenido del organismo donante:

No aplica.

3) Método de obtencion: No aplica.
a) Extraccion ]
b) PCR L]

c) Sintesisinvitro [ ]

4) Funcion del gen/genes en el organismo donante
No aplica.

5) ¢Es patégeno o nocivo de cualquier otra forma (incluidos sus productos extracelulares) el
organismo donante, vivo o0 muerto?
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No aplica.

st [ NO []
a) En caso afirmativo, especificar para que organismos:
i) seres humanos [ ]
ii) animales L]
i) plantas L]
b) ¢ De que modo se manifiesta la patogenicidad?
No aplica.
c) Las secuencias insertadas: ¢estan implicadas de alguna forma en las

propiedades patdgenas o nocivas del organismo?

No aplica. No se van a insertar secuencias exégenas. Exclusivamente se van a
introducir mutaciones silenciosas que muy posiblemente disminuiran Ila
patogenicidad del organismo receptor y en el caso del replicon se delecionara la
secuencia codificante para la proteina E, de tal modo que el replicon no sea

patogénico ya que no se podra generar virus infectivo.

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

No aplica.

INFORMACION RELATIVA A LA MODIFICACION GENETICA

1) Tipo de modificacion genética:

a) Insercion de material genético
b) Delecion de material genético
c¢) Sustitucion de bases

d) Fusion celular
e) Oftros, especifiquese

LIXIXC]

2) Finalidad de la modificacion genética:

Generar un clon infectivo a partir del cual obtener un virus recombinante con Ila
secuencia del aislado Natal RGN del ZIKV (Ref GenBank KU527068) con una mutacién
puntual silenciosa que se utilizara como marcador genético. El objetivo de generar el

clon infectivo es el de disponer de un sistema de genética reversa para ZIKV.

A partir del clon infectivo, introducir mutaciones silenciosas en las secuencias
codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5 (potencialmente implicadas en la
inhibicién de la respuesta a interferén), con el fin de desoptimizar la expresién de las
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mismas y de este modo generar virus recombinantes atenuados que permitan estudiar
las bases moleculares de la virulencia del ZIKV y puedan ser utilizados como
candidatos a vacunas.

Construccion de un replicon del ZIKV. Se generara a partir del clon infectivo mediante
la delecién de la secuencia codificante para la proteina E, la cual es esencial para la
produccién de particulas virales infectivas pero no para la replicacién del genoma
viral. Con el replicén generado se podra estudiar el mecanismo de replicaciéon del
virus y testar antivirales sin la necesidad de manipular virus infectivo.

Método utilizado para llevar a cabo la modificaciéon genética:

Para modificar el genoma del ZIKV se generara un clon infectivo en BAC. El cDNA que
codifica el genoma del aislado ZIKV-Natal RGN (Ref GenBank KU527068) con una
mutacion silenciosa en el nt 8408 (T por C) como marcador genético, se construird a
partir de 4 fragmentos solapantes generados mediante sintesis quimica por la
empresa canadiense BioBasic Inc. Los 4 fragmentos se clonaran secuencialmente en
un BAC para generar el clon infectivo pBAC-ZIKV-FL, en el cual el cDNA de longitud
completa que codifica el genoma viral estara bajo el control del promotor del virus
CMV. A partir del clon infectivo, se generaran nuevos clones infectivos con
mutaciones en las secuencias codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5,
mediante técnicas convencionales de biologia molecular. Finalmente, a partir de los
clones infectivos generados se rescatardn los virus recombinantes mediante la
transfecion de células Vero con los correspondientes clones infectivos. Si bien,
actualmenente el ZIKV esta clasificado dentro del grupo de riesgo 2, cabe la
posibilidad de que se reclasifique a nivel 3 por ser un flavivirus y su posible relacion
con microcefalia. Por este motivo, el rescate de virus infectivo se realizara en todos
los casos en el laboratorio de nivel 3 de contencion biolégica del CNB utilizando
equipos de proteccion individual.

Por otra parte, se generara un replicén del ZIKV-Natal RGN a partir del clon infectivo
PBAC-ZIKV-FL, mediante delecion de la secuencia codificante para la proteina E,
utilizando técnicas convencionales de biologia molecular. La funcionalidad del
replicén generado se analizara en células Vero. Dado que el replicon no es infectivo, la
manipulacioén y estudio funcional del mismo se realizara en el laboratorio de nivel 2 de
contencion biolégica del CNB.

¢ Se ha utilizado un vector en el proceso de modificaciéon?
si X NO [
En caso afirmativo:

a. Tipo e identidad del vector:

El vector utilizado es el plasmido pBeloBAC11 (7507 pb), un BAC basado en el Factor
F de E. coli. (Shizuya et al. 1992. PNAs 89: 8794-8797). El pBeloBAC11 es un plasmido
de copia unica que permite clonar establemente fragmentos de DNA de hasta 500 kb.

1 1 Ministerio de Agricultura,
Alimentacién y Medio
Ambiente



b. Sise trata de un virus:
No aplica.

Es defectivo en replicacion Si [] NO []

c. Aportar mapa de restriccion del vector (funciones y posicion de genes estructurales,
genes marcadores, elementos reguladores, sitios de insercién, origen de replicacion,
origen, funcién y secuencia de otros elementos presentes en el vector):

Bam HI
Hind I

Not | Not |

N pBeloBACII
g 7.4 kb
L par B par A rep E

OriS: Origen de replicacién del factor F.

rep E: gen regulador que junto con el OriS median la replicaciéon unidireccional del
plasmido.

parA, parB y parC: genes que controlan el numero de copias del plasmido y su
segregacion a las células hijas durante la division bacteriana.

lacZ: gen que permite la seleccién por color.

Cm': gen de resistencia a cloranfenicol.

Cos N y LoxP: elementos reguladores que contienen el sitio de corte para la terminasa
del fago lambda y la cre-recombinasa P1, respectivamente.

BamHI, Hindlll y Notl: sitios de restriccion para la insercién de secuencias exégenas.

Tanto la secuencia del plasmido como la posicién de los diferentes genes y elementos
reguladores se describe en el anexo adjunto.
d. Gama de hospedadores del vector:

Cepa DH10B de E. Coli (no patogénica).
e. Caracteristicas de la movilidad del vector:

i) factores de movilizacion
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No presenta.

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

No aplica.

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

No.

5) Informacién del inserto:

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

Ascl Pmi | (3348) Afe | (5970) 8408 (T por C) BstB1(9128) Miul
5'UTR | | | 3'UTR
chy = C jprM NS1 |[NS2ANS2B! NS4A| NS4B | NS5 ——Rz[BHG]
I m r
| ESTRUCTURALES NO ESTRUCTURALES |
) GENOMA DEL ZIKV
Nombre: CMV-ZIKV*-RzBGH Tamano: 11733

El esquema se corresponde con el inserto que se va a clonar en el BAC para
generar el clon infectivo pBAC-ZIKV-FL. El inserto esta constituido por la secuencia
del promotor del virus CMV, seguida del genoma del ZIKV-Natal RGN (Ref GenBank
KU527068) con una mutacién silenciosa en el nt 8408 (T por C) como marcador
genético, la secuencia de la ribozima del virus de la hepatitis delta (Rz) y las
sefiales de terminacion y poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina
(BGH).

En el caso de los clones infectivos con las secuencias codificantes para las
proteinas NS4A, NS4B y NS5 mutadas, el inserto sera el mismo que en el caso del
clon infectivo pBAC-ZIKV-FL, incluyendo mutaciones silenciosas que desoptimicen
la expresiéon de las proteinas NS4A, NS4B y NS5. Estos insertos se denominan
CMV-ZIKV* (NS4A*)-RzBGH, CMV-ZIKV* (NS4B*)-RzBGH y CMV-ZIKV* (NS5%-
RzBGH, respectivamene.

En el caso del replicén, el inserto sera el mismo que en el caso del clon infectivo
PBAC-ZIKV-FL pero con la secuencia codificante para la proteina E delecionada. El
inserto se denomina CMV-ZIKV* (dE)-RzBGH.

La secuencia de todos los insertos descritos y la posicion de los diferentes genes y
elementos reguladores se muestra en el anexo adjunto.
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b) Origen y funcion especifica de cada parte del inserto:

CMV: promotor inmediatamente temprano del virus CMV. Permite la expresion del
genoma viral por la RNA Polimerasa Il celular cuando el clon infectivo es
transfectado en células Vero.

Genoma del virus ZIKV-Natal RGN. Contiene la secuencia completa del aislado
Natal RGN del virus ZIKA (Ref GenBank KU527068).

Rz: secuencia de la ribozima del virus de la hepatitis delta. Su funciéon es procesar
el RNA sintetizado por el clon infectivo a través del promotor del virus CMV de tal
modo que el extremo 3’ del RNA generado sea idéntico al del genoma viral.

BGH: secuencias de terminacion y poliadenilacién de la hormona de crecimiento
bovina. Regulan la terminacién y poliadenilacion del RNA sintetizado por el clon
infectivo a través del promotor CMV.

c) Descripcion del método utilizado para la transformacion:

El cDNA que codifica el genoma del virus ZIKV-Natal RGN (Ref GenBank
KU527068), flanqueado por los elementos reguladores CMV, Rz y BGH, se
construirda a partir de 4 fragmentos solapantes generados mediante sintesis
quimica por la empresa canadiense BioBasic Inc. Los 4 fragmentos se clonaran
secuencialmente en un BAC utilizando las enzimas de restriccion indicadas en el
esquema para generar el clon infectivo pBAC-ZIKV-FL. A partir de este clon
infectivo, se generaran los clones infectivos con mutaciones en las secuencias
codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5, y el replicén con la secuencia
codificante para la proteina E delecionada, utilizando técnicas convencionales de
biologia molecular.

A continuacion se muestra un esquema de cada uno de los fragmentos,
flanqueados por los sitios de restriccion y la estrategia de clonaje que se utilizaran
para la construccioén del clon infectivo pBAC-ZIKV-FL.

Asc | Pmi 1 (3348) Afe | (5970) 8408 (T por C) BstB1(9128) Miul
5'UTR | | | 3UTR
cmv — C jprm NS1 |NS2ANS2B NS4ANS4B | NS5 —=zlBHc —
' pBAC-ZIKV-FL
z2
| NS5 |—dlend]
Z1 3UTR
[CMV = C jprM
5UTR
Asc | Pmil Afe | 8408 (T porC) BstB | Miu |

d) Informacion sobre los genes estructurales presentes en el inserto:

El genoma del ZIKV presente en el inserto contiene una unica ORF que se traduce
dando Ilugar a una poliproteina. Posteriormente, la poliproteina es procesada
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proteoliticamente generdndose 10 productos maduros. La funciéon que se
presupone a estas proteinas por homologia con el virus DENGE es la siguiente:

C: Proteina de la capsida. Implicada en la en la encapsidacién del genoma viral.
prM: proteina de membrana que es procesada para dar lugar a la proteina M
madura.

E: proteina de la envuelta. Es el ligando viral.

NS1: Proteina no estructural 1.

NS2A: Proteina no estructural 2A. Implicada en la inhibicion de la via de
senalizacién del interferén.

NS2B: Proteina no estructural 2B. Es una serin proteasa.

NS3: Proteina no estructural 3. Tiene actividad serin proteasa, Helicasa y RNA
trifosfatasa. Junto con la NS2B participa en el procesamiento proteolitico de la
poliproteina.

NS4A: Proteina no estructural 4A. Implicada en la inhibicion de la via de
senalizacién del interferén.

NS4B: Proteina no estructural 4B. Implicada en Ia inhibicion de la via de
senalizacién del interferén.

NS5: Proteina no estructural 4B. Es la RNA polimerasa dependiente de RNA.
Ademads presenta actividad metiltransferasa. Implicada en los procesos de
replicaciéon y transcripciéon del genoma viral y en la inhibicion de la via de
senalizacién del interferén.

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

CMV: promotor inmediatamente temprano del CMV. Permite la expresion del
genoma viral por la RNA Polimerasa Il celular cuando el clon infectivo es
transfectado en células Vero.

5’ y 3’ UTRs: Secuencias no traducidas del extremo 5’ y 3’ del genoma del ZIKV,
respectivamente. Son regiones altamente estructuradas implicadas en Ila
replicacién, transcripcién y traduccion del genoma viral.

Rz: secuencia de la ribozima del virus de la hepatitis delta. Su funcién es procesar
el RNA sintetizado por el clon infectivo a través del promotor del virus CMV de tal
modo que el extremo 3’ del RNA generado sea idéntico al del genoma viral.

BGH: secuencias de terminacion y poliadenilacién de la hormona de crecimiento
bovina. Regulan la terminacién y poliadenilacion del RNA sintetizado por el clon
infectivo a través del promotor CMV.

f) ¢Elinserto ha sido secuenciado completamente?
Si. La secuencia se describe en el anexo adjunto.

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.
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VL. INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE

Los OMGs son virus recombinantes del ZIKV (con una mutacién silenciosa puntual
como marcador genético o con mutaciones en las secuencias codificantes para las
proteinas NS4A, NS4B y NS5) y un replicén con la secuencia codificante para la
proteina E delecionada.

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) ¢ Estéa integrado en los cromosomas nucleares?
No.
En caso afirmativo:

i) numero de copias:

i) localizacion cromosomica:

iii) secuencias colindantes

iv) ¢ La insercion activa o inactiva la expresion de otros genes?:

C) Sise trata de un virus:

i) La insercién es especifica X
ii) La insercién se produce al azar []
iii) Existe la posibilidad de formacién de particulas viricas  [X]

El virus recombinante con la mutacién puntual silenciosa como marcador genético
dara lugar a particulas viricas infectivas. En cuanto a los virus recombinantes con
mutaciones en las secuencias codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5,
estas seran silenciosas y se introduciran para desoptimizar el uso de codones con
el fin de generar virus atenuados que puedan constituir buenos candidatos a
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vacunas. Se prevé que den lugar a la formacién de particulas viricas, si bien estas
tendran una probabilidad elevada de estar atenuadas.

Por el contrario, en el caso del replicon al carecer de la proteina E no sera posible la
formacién de particulas viricas.
d) Anadlisis moleculares realizados relativos a la expresion del producto deseado (PCR,

Northern, secuenciacion, otros):

Cuando los OMGs sean generados se realizaran los siguientes analisis moleculares
relativos a la expresion del producto deseado:

i) Determinacién de la estructura del inserto (secuenciacion) [
ii) Transcripcionales (nivel de sintesis de mMRNA) X
iii) Traduccionales (nivel de sintesis de proteinas) =
iv)  Estabilidad genética X

Aportar toda la documentacion al respecto.

Caracteristicas genéticas y fenotipicas modificadas del organismo receptor como
resultado de la manipulacién 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. Los virus recombinantes generados al igual que el organismo receptor (ZIKV) solo
son capaces de sobrevivir en cultivos celulares, en el vector de transmisiéon (mosquitos
de la especie Aedes) o en las especies susceptibles de ser picadas por estos
mosquitos como los seres humanos. En cuanto al replicon, este solo es capaz de
sobrevivir en cultivos celulares.

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

Presumiblemente, el virus recombinante con una mutacion silenciosa como marcador
genético replicara en células en cultivo e in vivo con la misma tasa de replicaciéon que la
descrita para el organismo receptor. Por otra parte, los virus con mutaciones en las
secuencias codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5, muy posiblemente estén
atenuados y por lo tanto presentaran una tasa de replicacién en cultivos celulares e in
vivo igual o inferior a la del organismo receptor. Finalmente, el replicon generado
replicara en cultivos celulares con una tasa similar a la del organismo receptor, pero no
dara lugar a virus infectivo ya que carece de la secuencia codificante para la proteina E
que es esencial para la formacioén de virus infectivo.
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c) ¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a la patogenicidad para el hombre,
plantas o animales? En caso afirmativo, especificar:

El ZIKV (organismo receptor) es un flavivirus transmitido por mosquitos de la especie
Aedes que infecta humanos. Usualmente la infeccion es asintomadtica. En los casos en
los que aparecen sintomas, la enfermedad es leve y se caracteriza por la aparicién de
fiebre, erupciones cutaneas y conjuntivitis. Recientemente, el ZIKV ha adquirido una
gran relevancia en salud humana por su posible relacién con los casos de microcefalia
en nifios recién nacidos en varias regiones de Brasil con alta prevalencia del ZIKV. En
este sentido, el virus se ha detectado en el cerebro de fetos con microcefalia y se ha
demostrado que es capaz de infectar in vitro células progenitoras neurales del cortex.
En el caso del virus recombinante con una mutacién silenciosa como marcador
genético, se espera que la patogenicidad sea la misma que la descrita en el pdrrafo
anterior para el organismo receptor. Por otra parte, se espera que los virus con
mutaciones en las secuencias codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5, estén
atenuados con respecto al organismo receptor.

En cuanto al replicén, ya que no da lugar a virus infectivo, no se prevé ningun tipo de
patogenicidad.

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

No se ha descrito ningun efecto sobre el medio ambiente del organismo receptor y
tampoco se espera de los virus recombinantes o el replicén, ya que estos se confinaran
exclusivamente al laboratorio de nivel 3 o 2 de bioseguridad, respectivamente.

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

No se prevén diferencias en las caracteristicas nutricionales entre el organismo
receptor y los OMGs que se generen.

f) Marcadores especificos del OMG:

En el caso del virus recombinante con el marcador genético y del replicén, ambos
presentan una mutacion silenciosa en el nt 8408 (NS4B), en la que se ha cambiado una
T por una C. El replicon, ademas carece de la secuencia codificante para la proteina E.
En el caso de los virus recombinantes con mutaciones en las secuencias codificantes
para las proteinas NS4A, NS4B y NS5, ademas de la mutacion silenciosa en el nt 8408,
estos presentaran diversas mutaciones silenciosas, las cuales se introduciran para
desoptimizar el uso de codones y generar virus atenuados que puedan constituir
buenos candidatos a vacunas. Los cambios introducidos se detallan en el anexo
adjunto.
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3) Estabilidad genética del OMG (Estado y secuencia del inserto después de un cierto niumero
de generaciones)

El virus recombinante con el marcador genético en el nt 8408 y el replicén presentaran
la misma estabilidad genética que el organismo receptor. Por otra parte, los virus con
mutaciones en las secuencias codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5, muy
posiblemente estén atenuados y por lo tanto su estabilidad genética podria ser inferior
a la del organismo receptor.

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

Tanto el organismo receptor como los OMGs generadas son virus RNA que replican en
el citoplasma y no se integran en el cromosoma de las células infectadas. Por otra
parte, su manejo estara confinado a laboratorios de nivel 3 de bioseguridad y no se
prevé realizar coinfenciones entre ellos, por lo que Ila posibilidad de transferencia de
material genético es practicamente nula.

5) Descripcion de métodos de identificacion y aislamiento empleados.
a) Técnicas utilizadas para la identificacién del OMG.
Tanto los clones infectivos como el replicon generados en BAC se identificaran
mediante analisis de restriccion y secuenciacién.
Los virus recombinantes obtenidos a partir de los clones infectivos se identificaran
por inmunofluorescencia, RT-PCR y secuenciacién.

b) Técnicas empleadas para aislar el OMG en el medio ambiente.

Los OMGs generados no existen en el medio ambiente y en ningun caso van a ser
liberadas en el medio ambiente.

1 9 Ministerio de Agricultura,
Alimentacién y Medio
Ambiente



VILI.

DESCRIPCION DE LAS OPERACIONES

1) Naturaleza de las operaciones:

a) Ensefanza ]
b) Investigacion =
c) Desarrollo ]

2) Volumen o cantidad de OMG a utilizar:
a) Volumen méaximo en el caso de microorganismos:

20 ml por ensayo con una concentracién maxima de 10° unidades formadoras de placa
virales por ml de cultivo.

En ningun caso se utilizaran placas petri. Los cultivos siempre se realizaran utilizando
frascos de cultivo cerrados.

b) Numero de plantas: No aplica.

c) Numero de animales: No aplica.

3) Periodo previsto para la actividad de utilizacién 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)).

Se prevé un periodo de 4 afnos desde la recepcion de la autorizacion de la actividad
confinada.

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

Generar un clon infectivo a partir del cual obtener un virus recombinante del ZIKV con
la secuencia del aislado Natal RGN (Ref GenBank KU527068) con una mutacién
puntual silenciosa que se utilizara como marcador genético. El objetivo de generar el
clon infectivo es el de disponer de un sistema de genética reversa para ZIKV.

A partir del clon infectivo, introducir mutaciones silenciosas en las secuencias
codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5 (potencialmente implicadas en la
inhibicién de la respuesta a interferén), con el fin de desoptimizar la expresién de las
mismas y de este modo generar virus recombinantes atenuados que permitan estudiar
las bases moleculares de la virulencia del ZIKV y puedan ser utilizados como
candidatos a vacunas.

Construccion de un replicén del ZIKV. Se generara a partir del clon infectivo mediante
la delecién de la secuencia codificante para la proteina E, la cual es esencial para la
producciéon de particulas virales infectivas pero no para la replicacion del genoma
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viral. Con el replicon generado se podra estudiar el mecanismo de replicacién del virus
y testar antivirales sin la necesidad de manipular virus infectivo.

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

Los OMGs se generaran en las instalaciones de nivel 3 de bioseguridad del CNB. En el
caso del replicén este se generarad y se caracterizara en las instalaciones de nivel 2 de
bioseguridad del CNB.

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 descripcién de las medidas adoptadas durante el
mismo en virtud de la legislacion aplicable' (tipo de transporte, manejo y embalaje,
documentacion de acompafiamiento e identificacion o/y etiquetado).

No aplica.

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

El cDNA que codifica el genoma del virus ZIKV-Natal RGN (Ref GenBank KU527068),
flanqueado por el promotor del virus CMV, la ribozima del virus de la hepatitis delta
(Rz) y las secuencias de terminacion y poliadenilacion de la hormona de crecimiento
bovina (BGH), se construira a partir de 4 fragmentos solapantes generados mediante
sintesis quimica por la empresa canadiense BioBasic Inc. Los 4 fragmentos se
clonaran secuencialmente en un BAC para generar el clon infectivo pBAC-ZIKV-FL. A
partir de este clon infectivo, se generaran los clones infectivos con mutaciones en las
secuencias codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5, utilizando técnicas
convencionales de biologia molecular. Los clones infectivos generados se amplificaran
en la cepa DH10B de E. Coli (no patogénica) y se purificaran utilizando el Kit LARGE
CONSTRUCT de QIAGEN. Para el rescate de los virus recombinantes a partir de los
clones infectivos, se transfectardn células Vero (1x10° células) con 5 ug del
correspondiente clon infectivo en frascos cerrados de 12.5 cm? de superficie (F 12.5)
en un volumen final de 3 ml de medio de cultivo y se incubaran a 37°C hasta la
aparicion de efecto citopatico. Una vez detectado efecto citopatico, se recogeran 0.5 ml
de sobrenadante de cultivo que se utilizaran para amplificar el virus en células Vero
frescas crecidas en F 12.5. Posteriormente el virus se clonara mediante dos ciclos de
purificacion a partir de placa de lisis en células Vero crecidas en placas de seis

' Legislacién vigente que afecta al transporte de OMG:

* 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. El formulario necesario para acompafiar a los OMG en el
transporte, puede encontrarse en el siguiente enlace: (http://www.biodiv.org/biosafety/cop-
mop/result.aspx?id=8288&lg=1 )

* Normativa nacional e internacional (OACI/IATA, OMI/MDG, TPF/RID y TPD/ADR) para el transporte de mercancias
peligrosas y, en particular, de sustancias infecciosas y muestras para diagnoéstico.
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pocillos (M6) selladas herméticamente. El virus clonado se amplificara en células Vero
crecidas en frascos cerrados de 75 cm’ de superficie (F 75) en un volumen final de 10
ml de medio de cultivo, se alicuotera en criotubos de 1.5 ml y se almacenaran a -70°C
en un ultracongelador dentro del laboratorio P3 del CNB. Finalmente, se determinara el
titulo del stock viral generado utilizando células Vero crecidas en placas de 12 pocillos
(M12). Para ello, se prepararan diluciones seriadas de factor 10 del stock viral y se
inoculardn 100 pl de las diluciones 10% 10°, 10, 10°y 10° en pocillos de M12. Después
de 2 h de adsorcién a 37°C, se retirara el inéculo de virus y se reemplazara por 1 ml de
medio semisélido (mezcla 1:1 de agar 1.4% y DMEM 2x suplementado con 4% de suero
fetal bovino). Las placas de titulacion se incubaran a 37°C durante 3-4 dias.
Posteriormente, se fijaran las células con formaldehido (10% formaldehido p/v en PBS
completo) durante 1 h y se retirara el medio semisélido. Este procedimiento de fijacion
inactiva completamente el virus antes de que las placas salgan de la cabina de flujo
laminar. A continuacion se tenirdn las células con cristal violeta (0.1% en una mezcla
de metanol:agua en la proporcién 20:80) durante 30 min para observar las placas de
lisis. Los titulos de virus que se generaran estardn en torno a 1x10° y 1x10° ufp/ml.

El replicén del ZIKV-Natal RGN se generara a partir del clon infectivo pBAC-ZIKV-FL
mediante delecion de la secuencia codificante para la proteina E, utilizando técnicas
estandar de biologia molecular. El replicon generado se amplificara en la cepa DH10B
de E. Coli (no patogénica) y se purificara utilizando el Kit LARGE CONSTRUCT de
QIAGEN. Finalmente, la funcionalidad del replicon se analizara en células Vero. Dado
que el replicon no es infectivo, la manipulaciéon y estudio funcional del mismo se
realizara en el laboratorio de nivel 2 de contencién biolégica del CNB. Para ello, Se
transfectardn células Vero (1x10° células) con 5 ug del replicén en frascos cerrados de
12.5 cm? de superficie (F 12.5) en un volumen final de 3 ml de medio de cultivo y se
incubaran a 37°C. A las 24 y 48 hpt, se extraera el RNA total de las células
transfectadas utilizando el Kit RNeasy de Qiagen y se analizara la replicacion del
replicon mediante RT-PCR cuantitativa usando oligonucleétidos especificos.

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

Si bien actualmente el ZIKV esta clasificado dentro del grupo de riesgo 2, cabe la
posibilidad que se reclasifique a nivel 3 por ser un flavivirus y su posible relacién
con microcefalia. Por este motivo, la ultima etapa de clonaje para la generacién de
los clones infectivos y el rescate de los correspondientes virus infectivos se realizara
en todos los casos en el laboratorio de nivel 3 de contencion biolégica del CNB,
siguiendo las normas indicadas en el Reglamento de Funcionamiento y en el Plan de
Emergencias del laboratorio y utilizando Ia infraestructura de contencién,
(instalaciones generales, medios de proteccién colectiva e individual) de que dispone
esta instalacion NCB3. Se seguiran todos los procesos preceptivos, tales como no
sacar los brazos de la cabina de trabajo sin desinfectarlos, desinfectar cualquier
objeto que esté en el interior de la cabina y esperar diez minutos antes de sacarlo.
Utilizar en todos los procedimientos doble contenedor, uso de cestillos de
bioseguridad para las centrifugaciuones y contenedores de transporte especiales,
etc.

Todos los residuos biolégicos que se generen seran inmediatamente inactivados
dentro de los recintos de contencién (cabinas de bioseguridad) mediante la
utilizacién de germicidas de amplio espectro usados en rotaciéon. Posteriormente,
los residuos liquidos ya inactivados se enviaran a la planta de tratamiento de
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efluentes liquidos del laboratorio y los sélidos se autoclavaran. Los procedimientos
de autoclavado y esterilizacion por calor en la planta “Biowaste” se han validado
previamente y se validaran periédicamente mediante la utilizacion de kits de esporas
del microorganismo testigo Bacillus stearothermophilus. Estas validaciones se han
realizado a nivel interno (servicio de bioseguridad del CNB) y a nivel externo
(empresas especializadas en validaciones de estos sistemas). Para mayor
informacién remitirse a la solicitud de autorizacién de la instalacién.

Finalmente, dada la posible relacion entre el ZIKV y la microcefalia en recién
nacidos, ninguna persona embarazada estard expuesta al virus y todos los
investigadores que trabajen regularmente en el NCB3 con el ZIKV, guardaran
cuarentena antes de entrar a cualquier animalario de experimentacién animal. El
investigador responsable del proyecto y encargado de su ejecucion ha recibido
cursos de formacién en bioseguridad en el CNB y de nivel 3 de contencién biolégica
en el Instituto de Salud Carlos lll, y ha trabajado con virus de nivel 3 de contencién
biolégica (SARS-CoV) a lo largo de mas de un ano.

El replicon se generara a partir del clon infectivo mediante la delecion de Ia
secuencia que codifica la proteina E. Una vez generado y dado que no existe riesgo
de generacion de virus infectivo, su manipulacién y posterior analisis funcional en
células Vero se llevaran a cabo en el laboratorio de nivel 2 de contencién biolégica
del CNB, siguiendo estrictamente el reglamento y plan de emergencias especificos
para este tipo de laboratorios.

VI.- INFORMACIONES ADICIONALES RELATIVAS A LA UBICACION DE LA INSTALACION

1) Proximidad a fuentes de peligro potenciales:

El riesgo de contaminaciéon en dependencias cercanas a la instalacion o en el medio
ambiente externo al Centro Nacional de Biotecnologia es practicamente inexistente por
las siguientes razones:

-El laboratorio esta equipado con todos los medios e infraestructura de contenciéon
necesarios, resaltandose el sistema de tratamiento de aire y el sistema de inactivacién
biolégica de efluentes liquidos. Es mads, consideramos que el nivel de contencion
obtenido excede en determinados parametros el exigido por la legislacién para las
operaciones confinadas de tipo 3.

-Estos medios e infraestructura ya se han validado previamente por una empresa
externa y seran validados por ésta empresa u otras anualmente o tras averias.
Igualmente, el servicio de Seguridad Biolégica validara periédicamente a nivel interno
todos los métodos y sistemas de inactivaciéon biolégica y esterilizaciéon mediante la
utilizacién de microorganismos testigo utilizando diferentes métodos.

-La instalacién dispone de un completo reglamento de funcionamiento donde se
especifican las normas de higiene, proteccién, contencién y gestion de residuos, tanto
para el personal usuario como para el propio servicio de seguridad biolégica. Con ello
se pretende realizar una gestion integral en Bioseguridad. Todos los protocolos de
manipulacién, transporte y conservacién de agentes biolégicos y OMG, limpieza y
sanitizacion de zona, esterilizaciébn e inactivacion biolégica se encuentran
protocolizados por escrito y se dispone de programas de actuaciéon para aquellos
procedimientos en que sea conveniente.
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-La instalacién dispone de un plan de emergencias y evacuacién que ha intentado
cubrir todos los procedimientos de actuacién ante supuestos de incidente, accidente y
emergencia.

-Tanto el laboratorio, como las instalaciones que aseguran las necesarias medidas de
contencién secundaria, disponen de variados medios de alarma “in situ” y en la
consola de control central del edificio ante la ruptura accidental de las barreras de
contencion secundaria.

-El indice de ocupacion de las dependencias cercanas al laboratorio es muy bajo al
tratarse de servicios de apoyo a la investigacion o de laboratorios de técnicas
especiales de uso comun. No hay ningun laboratorio con un grupo de investigacion
anexo a la instalacién.

-El Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) se encuentra enclavado en una zona
relativamente nueva del Campus de la Universidad Autonoma de Madrid. Esta zona se
caracteriza por la amplitud existente entre los edificios que Ia constituyen,
fundamentalmente otros centros de investigacion.

-No existen zonas residenciales cercanas al CNB.

-No existen en las cercanias cultivos, explotaciones ganaderas, cotos, reservas de
caza, o zonas naturales protegidas o con especial interés ecolégico.

2) Descripcion de las condiciones climaticas predominantes:

Clima continental-mediterraneo con primaveras y otofios himedos e inviernos y
veranos secos, fuerte gradiente de temperaturas estacional. Viento predominante N.O.

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

Las operaciones que impliquen el uso de virus infectivo se realizaran en uno de los tres
sublaboratorios del laboratorio n°150 de cultivos “in vitro” de nivel 3 de contencién
biolégica del CNB con autorizacién del 7/03/01 y numero de notificacion A/ES/00/I-8.

Por otra parte, las operaciones con el replicén (no existe riesgo de generacién de virus
infectivo) se llevaran a cabo en el laboratorio n°180 de cultivos “in vitro” de nivel 2 de
contencion biolégica del CNB.

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

1) Adopcion de las Buenas Practicas de Laboratorio:

Las normas a seguir seran las ya expuestas en el reglamento de funcionamiento y plan
de emergencias del laboratorio de nivel 3 de contencion biolégica (NCB3) del CNB.
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2) Formacion del personal adscrito:

El personal adscrito ha recibido la formacién e informacioén indicada en “Descripcién de
la informacién suministrada a los trabajadores”, apartado que se adjunté a la
documentacion para la solicitud de autorizacion del laboratorio de cultivos “in vitro” de
nivel 3 de contencién biolégica.

Todo el personal implicado tiene experiencia en la manipulacién de los agentes
biolégicos que se indican en esta solicitud y su formacién académica es doctorado.

25 Ministerio de Agricultura,
Alimentacién y Medio
Ambiente



4) Programas de limpieza/desinfeccién/descontaminacion:

Viene descrito en el apartado 6.F del reglamento de funcionamiento de la instalacién
que se incluyé en la documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio.

4) Programas de mantenimiento de aparatos para el confinamiento:

Vienen descritos en los apartados 6.B, 6.C, 6.D y 6.G. del Reglamento de
funcionamiento de Ila instalacion que se ha incluido en la documentacion
correspondiente a la solicitud del laboratorio

5) Programas de inspeccion y control del confinamiento:

Vienen descritos en el apartado 6.D. del Reglamento de funcionamiento de Ia
instalacion y mas especificamente en “Procedimientos y planes de comprobacién de la
eficacia permanente de las medidas de confinamiento”.

Esta informacién se ha incluido en la documentaciéon correspondiente a la solicitud del
laboratorio

Ademas el servicio de seguridad biolégica velara por el cumplimiento de las normas de
control de acceso, manipulacion, descontaminacion, esterilizacion, sanitizacién, etc.
segun se indica en diferentes apartados del citado Reglamento.

X.-  GESTION E INACTIVACION DE RESIDUOS

1) Encargado de la gestién de residuos:
gestion interna: Si = NO []
gestion por una empresa externa:  Si X NO [
Si es el caso, nombre de la empresa externa encargada de la gestién de los residuos:
CESPA

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

Todo lo concerniente a la gestion de los residuos generados se especifica en los

apartados 4.F y 6.H del Reglamento de funcionamiento de la instalacién que se ha incluido
en la documentacioén correspondiente a la solicitud del laboratorio.

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

1) Condiciones en las que podria producirse un accidente:

Vienen indicadas en el Plan de emergencias y evacuaciéon incluido en la
documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio.
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2) Equipamiento de seguridad (especifiquese):

Viene indicado en el Plan de emergencias y evacuacioén incluido en la documentaciéon
correspondiente a la solicitud del laboratorio.

3) Descripcién de la informacion suministrada a los trabajadores:

* Documentacién:
o Manual de Proteccién Radiolégica, Seguridad Biolégica y Quimica del
CNB.
o Reglamento de Funcionamiento y Plan de Emergencias del laboratorio
decultivos “in vitro” de nivel 3 de contencién biolégica del CNB.
o Procedimientos Normalizados de Trabajo del Servicio de Seguridad
Biolégica delCNB.

* Cursos y seminarios:

o Seminarios generales sobre normas de seguridad frente a agentes
biolégicos,quimicos y radiactivos impartido por el Servicio de Proteccion
Radiolégicay  Seguridad Biolégica del CNB.

o Seminarios especificos sobre el Reglamento de Funcionamiento y Plan
de Emergencias del laboratorio de cultivos “in vitro” de nivel 3 de
contencion biolégica del CNB.

4) Planes de emergencia:

El Plan de emergencias y evacuacién del laboratorio se ha incluido en Ila
documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio.
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MINISTERIO ) PARTE C DIRECCION GENERAL DE
DE AGRICULTURA, ALIMENTACION Y R S D AT
MEDIO AMBIENTE

COMISION NACIONAL DE
BIOSEGURIDAD

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

N° de Registro: N° de Notificacion:

RESPONSABLES DE LA ACTIVIDAD

1) Entidad

Nombre: Centro Nacional de Biotecnologia (CSIC)
Direccion postal: ¢/ Darwin 3
28049 - Madrid

2) Representante legal de la entidad

Nombre y apellidos: Fernando Rojo de Castro, Profesor de Investigaciéon del CSIC
NIF: : 50295113-R

Cargo: Director del CNB

Tel: 91 585 45 03 /91 585 45 39

Fax: 971 585 45 06

Correo electronico: direccion.cnb.csic.es / frojo@cnb.csic.es

3) Responsable cientifico de la actividad

Nombre y apellidos: Fernando Almazan Toral
NIF: 02200595-R

Cargo: Cientifico Titular del CSIC

Tel: 915854678

Fax: 915854506

Correo electronico: falmazan@cnb.csic.es

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

Nombre y apellidos: Fernando Usera Mena

NIF: 00694865-N

Cargo: Responsable del Servicio de Seguridad Biolégica y Proteccién Radiolégica
Tel: 91 585 45 41

Fax: 971 585 45 06

Correo electronico: fusera@cnb.csic.es

PLAZA DE SAN JUAN DE LA

CRUZ, SIN
28071 MADRID

TEL.: 91 597.59.08
FAX.: 91 534.05.82




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

Fernando Usera Mena

Il. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD.

1. Objetivo de la actividad:

1.1) Rescate del virus del ZIKA (ZIKV) a partir de un clon infectivo generado en un
cromosoma artificial de bacterias (BAC). Se generara un clon infectivo del ZIKV en BAC en
base a la secuencia del aislado Natal RGN (Ref GenBank KU527068) con una mutacion
puntual silenciosa que se utilizara como marcador genético. A partir del clon infectivo
generado se rescatara virus infectivo mediante la transfeccion de este en células Vero. El
objetivo de generar el clon infectivo es el de disponer de un sistema de genética reversa
para ZIKV. Ademads, utilizando el clon infectivo se generaran mutantes de sustituciéon de
las secuencias codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5, potencialmente
implicadas en la inhibiciéon de la respuesta a interferén. El objetivo de construir estos
mutantes es estudiar las bases moleculares de la virulencia del ZIKV y generar virus
atenuados que puedan ser utilizados como candidatos a vacunas.

1.2) Construccién de un replicéon del ZIKV. Se generara a partir del clon infectivo mediante
la delecion del gen de la envuelta (E), el cual es esencial para la produccién de particulas
virales infectivas pero no para la replicacién del genoma viral. Con el replicén generado se
podra estudiar el mecanismo de replicacién del virus y testar antivirales sin la necesidad
de manipular virus infectivo.

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

Se prevé un periodo de 4 anos desde la recepcion de la autorizacion de la actividad
confinada

lil. 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 utilizacion confinada de
microorganismos modificados genéticamente y la Decision de la Comisién 2000/608/CE, de 27 de septiembre,
relativa a las notas de orientacion 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) Organismo receptor.

El organismo receptor es el flavivirus ZIKV-Natal RGN (Ref GenBank KU527068ElI),
el cual se modificara genéticamente utilizando un clon infectivo en BAC (pBAC-
ZIKV-FL) que contiene el cDNA que codifica el genoma del virus bajo el control del
promotor del virus citomegalovirus (CMV). EI cDNA que codifica el genoma del
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virus se construira a partir de 4 fragmentos solapantes generados mediante
sintesis quimica. Mediante la transfeccion del clon infectivo en células Vero se
rescatara virus infectivo, el cual se amplificara en células Vero, se titulara y se
almacenara a -70°C.

El ZIKV es un flavivirus transmitido por mosquitos de la especie Aedes que infecta
humanos. Usualmente la infeccion es asintomadtica. En los casos en los que
aparecen sintomas, la enfermedad es leve y se caracteriza por la aparicién de
fiebre, erupciones cutaneas y conjuntivitis. Recientemente, el ZIKV ha adquirido
una gran relevancia en salud humana por su posible relaciéon con los casos de
microcefalia en nifios recién nacidos en varias regiones de Brasil con alta
prevalencia del ZIKV. En este sentido, el virus se ha detectado en el cerebro de
fetos con microcefalia y se ha demostrado que es capaz de infectar in vitro células
progenitoras neurales del cortex. Si bien, actualmenente el ZIKV esta clasificado
dentro del grupo de riesgo 2, cabe la posibilidad de que se reclasifique a nivel 3 por
ser un flavivirus y su posible relacién con microcefalia. Por este motivo, el rescate
de virus infectivo se realizara en todos los casos en el laboratorio de nivel 3 de
contencion biolégica del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) utilizando
equipos de proteccién individual. Se seguiran todos los procesos preceptivos,
tales como no sacar los brazos de la cabina de trabajo sin desinfectarlos,
desinfectar cualquier objeto que esté en el interior de la cabina y esperar diez
minutos antes de sacarlo. Todos los residuos biosanitarios generados se
inactivaran en un primer paso en el interior de la cabina de flujo laminar.
Posteriormente, volverdn a ser incativados mediante autoclave (residuos sélidos)
o en la planta de inactivacion de efluentes liquidos del laboratorio (residuos
liquidos). Finalmente, dada la posible relaciéon entre el ZIKV y la microcefalia en
recién nacidos, ninguna persona embarazada estara expuesta al virus y todos los
investigadores que trabajen regularmente en el P3 con el ZIKV, guardaran
cuarentena antes de entrar a cualquier animalario de experimentacién animal.

El organismo receptor solo es capaz de sobrevivir en el vector de transmision
(mosquitos de la especie Aedes) o en las especies susceptibles de ser picadas por
estos mosquitos como los seres humanos. Este virus es muy labil si se somete a
condiciones medioambientales externas (sequedad, Iluz ultravioleta, etc.).
Actualmente, el ZIKV se distribuye en la mitad norte del continente Africano y
varios paises de Sudamérica y el Sudoeste Asidtico y el mosquito vector no se
encuentra actualmente en la zona central de la Peninsula Ibérica.

La secuencia de nucledtidos del organismo receptor se detalla en el anexo adjunto.
b) Organismo donante.

En la actividad se propone la generacion de un clon infectivo en BAC del aislado
Natal RGN del ZIKV con el fin de disponer de un sistema de genética reversa que
permita la manipulacién genética del virus. El cDNA que codifica el genoma del
virus se construird a partir de 4 fragmentos solapantes generados mediante
sintesis quimica, los cuales se clonaran secuencialmente en un BAC bajo el control
del promotor del CMV. A partir del clon infectivo, se generaran nuevos clones
infectivos con mutaciones en las secuencias codificantes para las proteinas NS4A,
NS4B y NS5, y un replicon mediante la delecién de la secuencia codificante para la
proteina E.

3 Ministerio
de Agricultura,
Alimentacién y Medio
Ambiente



En este caso en concreto, no se pretende introducir un gen de un organismo en
otro. Lo unico que se pretende es mutar o delecionar secuencias del genoma viral
con el fin de generar virus recombinantes atenuados o un replicon que permita
estudiar el mecanismo de replicacién del virus y testar antivirales sin la necesidad
de manipular virus infectivo. Por esta razén, no existe un organismo donante y por
lo tanto la informacién requerida al este respecto no aplica en este actividad
concreta.

c) Inserto.

El inserto que se clonara en el BAC para generar un clon infectivo del ZIKV esta
constituido por la secuencia del promotor del virus CMV, seguida del genoma del
ZIKV-Natal RGN (Ref GenBank KU527068) con una mutacién silenciosa en el nt
8408 (T por C) como marcador genético, la secuencia de la ribozima del virus de la
hepatitis delta (Rz) y las sefales de terminacién y poliadenilacién de la hormona de
crecimiento bovina (BGH).

Ascl Pmi1(3348) Afe | (5970) 8408 (T por C) BstB1(9128) Miul
5'UTR | | | 3'UTR
chy = C jprM NS1 [NS2ANS2B NS4A| NS4B | NS5 ——Rz[BHG]
il I ]
! ESTRUCTURALES NO ESTRUCTURALES |
) GENOMA DEL ZIKV

En el caso de los clones infectivos con las secuencias codificantes para las
proteinas NS4A, NS4B y NS5 mutadas, el inserto sera el mismo que en el caso del
clon infectivo pBAC-ZIKV-FL, incluyendo mutaciones silenciosas que desoptimicen
la expresiéon de las proteinas NS4A, NS4B y NS5. Estos insertos se denominan
CMV-ZIKV* (NS4A*)-RzBGH, CMV-ZIKV* (NS4B*)-RzBGH y CMV-ZIKV* (NS5%-
RzBGH, respectivamene.

En el caso del replicén, el inserto sera el mismo que en el caso del clon infectivo
PBAC-ZIKV-FL pero con la secuencia codificante para la proteina E delecionada. El
inserto se denomina CMV-ZIKV* (dE)-RzBGH.

Informacidén sobre los genes estructurales presentes en el inserto

El genoma del ZIKV presente en el inserto contiene una unica ORF que se traduce
dando Ilugar a una poliproteina. Posteriormente, la poliproteina es procesada
proteoliticamente generdandose 10 productos maduros. La funcién que se
presupone a estas proteinas por homologia con el virus DENGE es la siguiente:

C: Proteina de la capsida. Implicada en la en la encapsidacién del genoma viral.
prM: proteina de membrana que es procesada para dar lugar a la proteina M
madura.

E: proteina de la envuelta. Es el ligando viral.

NS1: Proteina no estructural 1.

NS2A: Proteina no estructural 2A. Implicada en Ia inhibicion de la via de
senalizacion del interferon.

NS2B: Proteina no estructural 2B. Es una serin proteasa.
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NS3: Proteina no estructural 3. Tiene actividad serin proteasa, Helicasa y RNA
trifosfatasa. Junto con la NS2B participa en el procesamiento proteolitico de la
poliproteina.

NS4A: Proteina no estructural 4A. Implicada en la inhibicion de la via de
sefalizacién del interferén.

NS4B: Proteina no estructural 4B. Implicada en Ia inhibicion de la via de
sefalizacién del interferén.

NS5: Proteina no estructural 4B. Es la RNA polimerasa dependiente de RNA.
Ademds presenta actividad metiltransferasa. Implicada en los procesos de
replicaciéon y transcripciéon del genoma viral y en la inhibicion de la via de
senalizacién del interferén.

Informacidén sobre los elementos reguladores presentes en el inserto

CMV: promotor inmediatamente temprano del CMV. Permite la expresion del
genoma viral por la RNA Polimerasa Il celular cuando el clon infectivo es
transfectado en células Vero.

5’ y 3’ UTRs: Secuencias no traducidas del extremo 5’ y 3’ del genoma del ZIKV,
respectivamente. Son regiones altamente estructuradas implicadas en Ia
replicacién, transcripcién y traduccion del genoma viral.

Rz: secuencia de la ribozima del virus de la hepatitis delta. Su funcién es procesar
el RNA sintetizado por el clon infectivo a través del promotor del virus CMV de tal
modo que el extremo 3’ del RNA generado sea idéntico al del genoma viral.

BGH: secuencias de terminacion y poliadenilacién de la hormona de crecimiento
bovina. Regulan la terminacién y poliadenilacion del RNA sintetizado por el clon
infectivo a través del promotor CMV.

En el caso del virus recombinante con una mutacion silenciosa como marcador
genético, se espera que la patogenicidad sea la misma que la descrita para el
organismo receptor. Por otra parte, se espera que los virus con mutaciones en las
secuencias codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5, estén atenuados
con respecto al organismo receptor. En cuanto al replicén, ya que no da lugar a
virus infectivo, no se prevé ningun tipo de patogenicidad.

La secuencia de todos los insertos descritos y la posicion de los diferentes genes y
elementos reguladores se muestra en el anexo adjunto.

d) Vector.

El vector utilizado para generar los clones infectivos y el replicén es el plasmido
pBeloBAC11 (7507 pb), un BAC basado en el Factor F de E. coli. (Shizuya et al.
1992. PNAs 89: 8794-8797). El pBeloBAC11 es un plasmido de copia unica que
permite clonar establemente fragmentos de DNA de hasta 500 kb. Este vector se
ampilifica en la cepa DH10B de E. Coli., la cual no es patogénica para el ser humano.

Tanto la secuencia del plasmido como la posicion de los diferentes genes y
elementos reguladores se describe en el anexo adjunto.
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e) Organismo modificado genéticamente resultante.

Los OMGs son virus recombinantes del ZIKV con una mutacién silenciosa puntual
como marcador genético o con mutaciones en las secuencias codificantes para las
proteinas NS4A, NS4B y NS5 y un replicén con la secuencia codificante para la
proteina E delecionada. El virus recombinante con la mutacién puntual silenciosa
como marcador genético dara lugar a particulas viricas infectivas y replicara en
células en cultivo e in vivo con la misma tasa de replicaciéon que la descrita para el
organismo receptor . En cuanto a los virus recombinantes con mutaciones en las
secuencias codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5, estas seran
silenciosas y se introduciran para desoptimizar el uso de codones con el fin de
generar virus atenuados que puedan constituir buenos candidatos a vacunas. Se
prevé que den lugar a la formacién de particulas viricas, si bien estas tendran una
probabilidad elevada de estar atenuadas. Por el contrario, en el caso del replicén al
carecer de la proteina E no sera posible la formacién de particulas viricas.

En cuanto a la capacidad de supervivencia de las OMGs generadas, estas al igual
que el organismo receptor, solo seran capaces de sobrevivir en cultivos celulares,
en el vector de transmisién (mosquitos de la especie Aedes) o en las especies
susceptibles de ser picadas por estos mosquitos como los seres humanos. En
cuanto al replicén, este solo es capaz de sobrevivir en cultivos celulares.

f) Efectos para la salud humana y la sanidad animal y vegetal.

El ZIKV (organismo receptor) es un flavivirus transmitido por mosquitos de la
especie Aedes que infecta humanos. Usualmente la infeccién es asintomatica. En
los casos en los que aparecen sintomas, la enfermedad es leve y se caracteriza por
la aparicién de fiebre, erupciones cutaneas y conjuntivitis. Recientemente, el ZIKV
ha adquirido una gran relevancia en salud humana por su posible relacién con los
casos de microcefalia en nifnos recién nacidos en varias regiones de Brasil con alta
prevalencia del ZIKV. En este sentido, el virus se ha detectado en el cerebro de
fetos con microcefalia y se ha demostrado que es capaz de infectar in vitro células
progenitoras neurales del cortex. En lo que respecta a la patogenicidad de las
OMGs generadas, es de esperar que en el caso del virus recombinante con una
mutacion silenciosa como marcador genético la patogenicidad sea la misma que la
descrita para el organismo receptor. Por otra parte, se espera que los virus con
mutaciones en las secuencias codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y NS5,
estén atenuados con respecto al organismo receptor. En cuanto al replicén, ya que
no da lugar a virus infectivo, no se prevé ningun tipo de patogenicidad.

No se ha descrito ningun efecto del organismo receptor en sanidad animal y
vegetal y por lo tanto tampoco se prevé ningun efecto en el caso de las OMGs
generadas.

g) Efectos para el medio ambiente.

Los virus recombinantes generados al igual que el organismo receptor (ZIKV) solo
son capaces de sobrevivir en cultivos celulares, en el vector de transmision
(mosquitos de la especie Aedes) o en las especies susceptibles de ser picadas por
estos mosquitos como los seres humanos. En cuanto al replicon, este solo es
capaz de sobrevivir en cultivos celulares. No se ha descrito ningin efecto sobre el
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medio ambiente del organismo receptor y tampoco se espera de los virus
recombinantes o el replicén, ya que estos se confinaran exclusivamente al
laboratorio de nivel 3 o 2 de bioseguridad, respectivamente.

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

LIXC0]

Si bien, actualmente el ZIKV esta clasificado dentro del grupo de riesgo 2, cabe la
posibilidad de que se reclasifique a nivel 3 por ser un flavivirus y su posible relacién con
microcefalia. Por este motivo, la generacién y manipulacién de los OMGs que impliquen la
generacion de particulas virales se realizara en todos los casos en el laboratorio de nivel 3
de contencién biolégica del CNB siguiendo las normas indicadas en el Reglamento de
Funcionamiento y en el Plan de Emergencias del laboratorio y utilizando la infraestructura
de contencion biolégica (instalaciones, medios de proteccion colectiva e individual) de Ila
instalacion.

En el caso del replicén generado, la actividad se clasificara como actividad confinada tipo
2, ya que a patrtir del replicéon no se puede generar virus infectivo al carecer de la proteina
E. En solicitud aparte se declarara esta actividad confinada de tipo 2.

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 exposicién
humana y ambiental).

Las actividades que impliquen la manipulacién de virus infectivo se llevaran a cabo
en el laboratorio de nivel 3 de contencion biolégica del CNB, por lo que las OMGs
estaran confinadas a este espacio y no saldran en ningun momento del mismo. Se
seguiran todos los procesos preceptivos, tales como no sacar los brazos de la
cabina de trabajo sin desinfectarlos, desinfectar cualquier objeto que esté en el
interior de la cabina y esperar diez minutos antes de sacarlo.

Utilizar en todos los procedimientos doble contenedor, uso de cestillos de
bioseguridad para las centrifugaciuones y contenedores de transporte
especiales, etc.

Todos los residuos biolégicos que se generen seran inmediatamente inactivados
dentro de los recintos de contencién (cabinas de bioseguridad) mediante la
utilizacion de germicidas de amplio espectro usados en rotacion.
Posteriormente, los residuos liquidos ya inactivados se enviaran a la planta de
tratamiento de efluentes liquidos del laboratorio y los sélidos se autoclavaran.
Los procedimientos de autoclavado y esterilizacion por calor en la planta
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“Biowaste” se han validado previamente y se validaran periédicamente mediante
la utilizacion de kits de esporas del microorganismo testigo Bacillus
stearothermophilus. Estas validaciones se han realizado a nivel interno (servicio
de bioseguridad del CNB) y a nivel externo (empresas especializadas en
validaciones de estos sistemas). Para mayor informacién remitirse a la solicitud
de autorizacién de la instalacién.

Finalmente, dada la posible relaciéon entre el ZIKV y la microcefalia en recién
nacidos, ninguna persona embarazada estara expuesta al virus y todos los
investigadores que trabajen regularmente en el NCB3 con el ZIKV, guardaran
cuarentena antes de entrar a cualquier animalario de experimentacion animal. El
investigador responsable del proyecto y encargado de su ejecucién ha recibido
cursos de formacion en bioseguridad en el CNB y de nivel 3 de contencion
biolégica en el Instituto de Salud Carlos Ill, y ha trabajado con virus de nivel 3 de
contencioén biolégica (SARS-CoV) a lo largo de mas de un aho.

El replicén se generara a partir del clon infectivo mediante la delecién de Ia
secuencia que codifica la proteina E. Una vez generado y dado que no existe
riesgo de generacién de virus infectivo, su manipulaciéon y posterior analisis
funcional en células Vero se llevaran a cabo en el laboratorio de nivel 2 de
contencién biolégica del CNB, siguiendo estrictamente el reglamento y plan de
emergencias especificos para este tipo de laboratorios.

b) Concentracion y escala utilizadas.

Se prevé un volumen maximo de 20 ml de los respectivos OMGs con una
concentracion maxima de 10° unidades formadoras de placa virales por ml de
cultivo. En ningun caso se utilizaran placas Petri y los cultivos siempre se
realizaran utilizando frascos de cultivo cerrados.

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

El cDNA que codifica el genoma del virus ZIKV-Natal RGN (Ref GenBank
KU527068), flanqueado por el promotor del virus CMV, la ribozima del virus de la
hepatitis delta (Rz) y las secuencias de terminacién y poliadenilacion de la hormona
de crecimiento bovina (BGH), se construira a partir de 4 fragmentos solapantes
generados mediante sintesis quimica por la empresa canadiense BioBasic Inc. Los
4 fragmentos se clonaran secuencialmente en un BAC para generar el clon infectivo
PBAC-ZIKV-FL. A partir de este clon infectivo, se generaran los clones infectivos
con mutaciones en las secuencias codificantes para las proteinas NS4A, NS4B y
NS5, utilizando técnicas convencionales de biologia molecular. Los clones
infectivos generados se amplificaran en la cepa DH10B de E. Coli (no patogénica) y
se purificaran utilizando el Kit LARGE CONSTRUCT de QIAGEN. Para el rescate de
los virus recombinantes a partir de los clones infectivos, se transfectaran células
Vero (1x10° célulasz con 5 ug del correspondiente clon infectivo en frascos
cerrados de 12.5 cm* de superficie (F 12.5) en un volumen final de 3 ml de medio de
cultivo y se incubaran a 37°C hasta la aparicion de efecto citopdtico. Una vez
detectado efecto citopatico, se recogeran 0.5 ml de sobrenadante de cultivo que se
utilizaran para amplificar el virus en células Vero frescas crecidas en F 12.5.
Posteriormente el virus se clonara mediante dos ciclos de purificacion a partir de
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placa de lisis en células Vero crecidas en placas de seis pocillos (M6) selladas
herméticamente. EIl virus clonado se amplificara en células Vero crecidas en
frascos cerrados de 75 cm? de superficie (F 75) en un volumen final de 10 ml de
medio de cultivo, se alicuotera en criotubos de 1.5 ml y se almacenaran a -70°C en
un ultracongelador dentro del laboratorio P3 del CNB. Finalmente, se determinara el
titulo del stock viral generado utilizando células Vero crecidas en placas de 12
pocillos (M12). Para ello, se prepararan diluciones seriadas de factor 10 del stock
viral y se inocularén 100 pl de las diluciones 102 10°, 10* 10°y 10° en pocillos de
M12. Después de 2 h de adsorcién a 37°C, se retirara el inéculo de virus y se
reemplazara por 1 ml de medio semisélido (mezcla 1:1 de agar 1.4% y DMEM 2x
suplementado con 4% de suero fetal bovino). Las placas de titulacién se incubaran
a 37°C durante 3-4 dias. Posteriormente, se fijaran las células con formaldehido
(10% formaldehido p/v en PBS completo) durante 1 h y se retirara el medio
semisoélido. Este procedimiento de fijacion inactiva completamente el virus antes de
que las placas salgan de la cabina de flujo laminar. A continuacion se tehiran las
células con cristal violeta (0.1% en una mezcla de metanol:agua en la proporciéon
20:80) durante 30 min para observar las placas de lisis. Los titulos de virus que se
generardn estardn en torno a 1x10° y 1x10® ufp/ml. Todo este proceso se llevard a
cabo en el laboratorio de contencién biolégica de nivel 3, por lo que el personal y el
entorno expuestos se reducen al maximo.

El replicén del ZIKV-Natal RGN se generara a partir del clon infectivo pBAC-ZIKV-FL
mediante delecion de la secuencia codificante para la proteina E, utilizando
técnicas estandar de biologia molecular. El replicén generado se amplificara en la
cepa DH10B de E. Coli (no patogénica) y se purificara utilizando el Kit LARGE
CONSTRUCT de QIAGEN. Finalmente, la funcionalidad del replicén se analizara en
células Vero. Dado que el replicon no es infectivo, la manipulacién y estudio
funcional del mismo se realizara en el laboratorio de nivel 2 de contencién biolégica
del CNB, siguiendo estrictamente el reglamento y plan de emergencias
especificos para este tipo de laboratorios. Para ello, Se transfectaran células Vero
(1x10° células) con 5 ug del replicén en frascos cerrados de 12.5 cm’ de superficie
(F 12.5) en un volumen final de 3 ml de medio de cultivo y se incubaran a 37°C. A las
24 y 48 hpt, se extraera el RNA total de las células transfectadas utilizando el Kit
RNeasy de Qiagen y se analizara la replicaciéon del replicon mediante RT-PCR
cuantitativa usando oligonucleétidos especificos.

4. Determinacion de la clasificacién y medidas de confinamiento definitivas y confirmacién
de su idoneidad:

Si bien, actualmenente el ZIKV esta clasificado dentro del grupo de riesgo 2, cabe la
posibilidad de que se reclasifique a nivel 3 por ser un flavivirus y su posible relacién con
microcefalia. Por este motivo, la generacién y manipulacién de los OMGs que impliquen la
generacion de particulas virales se realizara en todos los casos en el laboratorio de nivel 3
de contencién biolégica del CNB, siendo este nivel de confinamiento suficiente para
proteger la salud humana y el medio ambiente.

En el caso del replicon generado, la actividad se clasifica como actividad confinada tipo 2,
ya que a partir del replicén no se puede generar virus infectivo al carecer de la proteina E.
Este nivel (grado 2) de confinamiento es suficiente para proteger la salud humana y el
medio ambiente.
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Determinacion 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 ubicacién de la instalacion (proximidad a fuentes de
peligro potenciales, condiciones climaticas predominantes, etc.)

Proximidad a fuentes de peligro potenciales

El riesgo de contaminacién en dependencias cercanas a la instalacion o en el
medio ambiente externo al CNB es practicamente inexistente por las siguientes
razones:

- El laboratorio esta equipado con todos los medios e infraestructura de contencion
necesarios, resaltiandose el sistema de tratamiento de aire y el sistema de
inactivacién biolégica de efluentes liquidos. Es mds, consideramos que el nivel de
contencion obtenido excede en determinados parametros el exigido por la
legislacién para las operaciones confinadas de tipo 3.

-Estos medios e infraestructura ya se han validado previamente por una empresa
externa y seran validados por ésta empresa u otras anualmente o tras averias

-La instalacién dispone de un completo reglamento de funcionamiento donde se
especifican las normas de higiene, proteccion, contencién y gestiéon de residuos,
tanto para el personal usuario como para el propio servicio de seguridad biolégica.
-La instalacién dispone de un plan de emergencias y evacuacién que ha intentado
cubrir todos los procedimientos de actuacion ante supuestos de incidente,
accidente y emergencia.

-El CNB se encuentra enclavado en una zona relativamente nueva del Campus de la
Universidad Auténoma de Madrid. Esta zona se caracteriza por la amplitud
existente entre los edificios que la constituyen, fundamentalmente otros centros de
investigacion.

-No existen zonas residenciales cercanas al CNB.

-No existen en las cercanias cultivos, explotaciones ganaderas, cotos, reservas de
caza, o zonas naturales protegidas o con especial interés ecolégico.

Condiciones climaticas predominantes

Las condiciones climadticas predominantes son: Clima continental-mediterraneo
con primaveras y otofios humedos e inviernos y veranos secos, fuerte gradiente de
temperaturas estacional. Viento predominante N.O.

Notificacion de la instalacion

Las operaciones que impliquen el uso de virus infectivo se realizaran en uno de los
tres sublaboratorios del laboratorio NCB3n°150 de cultivos “in vitro” de nivel 3 de
contencion biolégica del CNB con autorizacién del 7/03/01 y numero de notificacion
A/ES/00/I-8. Por otra parte, las operaciones con el replicén (no existe riesgo de
generacion de virus infectivo) se llevaran a cabo en el laboratorio NCB2n°180 de
cultivos “in vitro” de nivel 2 de contencion biolégica del CNB.

b) Condiciones en las que podria producirse un accidente.
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Vienen indicadas en el Plan de emergencias y evacuacion del CNB incluido en la
documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio.

¢) Equipos de seguridad, sistemas de alarma y métodos de confinamiento adicionales.

Vienen indicados en el Plan de emergencias y evacuacién del CNB incluido en la
documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio.

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

El Plan de emergencias y evacuacién del laboratorio se ha incluido en la
documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio.
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SECUENCIA DEL PLASMIDO pBeloBAC11 (7507 pb)

Bam HlI
Hind I
Cos N Not | Not |
o pBeloBACII
g 7.4 kb
\~ par B par A rep E —/

LacZ: gen que permite la seleccion por color. Posiciéon 56-436

BamHI: sitio de restriccién para la insercién de secuencias exégenas. Posiciéon 355
Hindlll: sitio de restriccién para la insercion de secuencias exégenas. Posicién 385

Cmr: gen de resistencia a cloranfenicol. Posiciéon 766-1425.

OriS: Origen de replicacion del factor F. Posicion 2370-2436

Rep E: gen regulador que junto con el OriS median la replicacién unidireccional del
plasmido. Posicién 2765-3520.

ParA, ParB y ParC: genes que controlan el numero de copias del plasmido y su
segregacion a las células hijas durante la division bacteriana. Posiciones 4108-5274,
5274-6245 y 6318-6791, respectivamente.

Cos N y LoxP: elementos reguladores que contienen el sitio de corte para la terminasa
del fago lambda y la cre-recombinasa P1, respectivamente. Posiciones 7050-7449 y 7467-
7500, respectivamente.

GCGGCCGCAAGGGGTTCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCA
TCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAA
AATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGG
CCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCC
AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGC
GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGAGTATTCTA
TAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTC
ACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCT
AACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCA
TTAATGAATCGGCCAACGCGAACCCCTTGCGGCCGCCCGGGCCGTCGACCAATTCTCATGTTTGACA
GCTTATCATCGAATTTCTGCCATTCATCCGCTTATTATCACTTATTCAGGCGTAGCAACCAGGCGTTTA
AGGGCACCAATAACTGCCTTAAAAAAATTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTACTGTTGTAATT
CATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAAACGGCATGATGAACCTGAATCGCCAGCGGCAT
CAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATAATATTTGCCCATGGTGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATAT
TGGCCACGTTTAAATCAAAACTGGTGAAACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCA
ATAAACCCTTTAGGGAAATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACACGCCACATCTTGCGAATATATGTGTAG
AAACTGCCGGAAATCGTCGTGGTATTCACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTCAGTTTGCTCATGGAAAA
CGGTGTAACAAGGGTGAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCGTCTTTCATTGCCATACGGAATTCC
GGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGAATAAAGGCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTT
TACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTGACT
GAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTT
TCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCGATAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTA
TTTCATTATGGTGAAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCGATCAACGTCTCATTTTCGCCAAAAGTTGGCC
CAGGGCTTCCCGGTATCAACAGGGACACCAGGATTTATTTATTCTGCGAAGTGATCTTCCGTCACAGG
TATTTATTCGCGATAAGCTCATGGAGCGGCGTAACCGTCGCACAGGAAGGACAGAGAAAGCGCGGAT
CTGGGAAGTGACGGACAGAACGGTCAGGACCTGGATTGGGGAGGCGGTTGCCGCCGCTGCTGCTG
ACGGTGTGACGTTCTCTGTTCCGGTCACACCACATACGTTCCGCCATTCCTATGCGATGCACATGCTG
TATGCCGGTATACCGCTGAAAGTTCTGCAAAGCCTGATGGGACATAAGTCCATCAGTTCAACGGAAGT



CTACACGAAGGTTTTTGCGCTGGATGTGGCTGCCCGGCACCGGGTGCAGTTTGCGATGCCGGAGTC
TGATGCGGTTGCGATGCTGAAACAATTATCCTGAGAATAAATGCCTTGGCCTTTATATGGAAATGTGG
AACTGAGTGGATATGCTGTTTTTGTCTGTTAAACAGAGAAGCTGGCTGTTATCCACTGAGAAGCGAAC
GAAACAGTCGGGAAAATCTCCCATTATCGTAGAGATCCGCATTATTAATCTCAGGAGCCTGTGTAGCG
TTTATAGGAAGTAGTGTTCTGTCATGATGCCTGCAAGCGGTAACGAAAACGATTTGAATATGCCTTCA
GGAACAATAGAAATCTTCGTGCGGTGTTACGTTGAAGTGGAGCGGATTATGTCAGCAATGGACAGAA
CAACCTAATGAACACAGAACCATGATGTGGTCTGTCCTTTTACAGCCAGTAGTGCTCGCCGCAGTCGA
GCGACAGGGCGAAGCCCTCGAGTGAGCGAGGAAGCACCAGGGAACAGCACTTATATATTCTGCTTA
CACACGATGCCTGAAAAAACTTCCCTTGGGGTTATCCACTTATCCACGGGGATATTTTTATAATTATTT
TTTTTATAGTTTTTAGATCTTCTTTTTTAGAGCGCCTTGTAGGCCTTTATCCATGCTGGTTCTAGAGAAG
GTGTTGTGACAAATTGCCCTTTCAGTGTGACAAATCACCCTCAAATGACAGTCCTGTCTGTGACAAATT
GCCCTTAACCCTGTGACAAATTGCCCTCAGAAGAAGCTGTTTTTTCACAAAGTTATCCCTGCTTATTGA
CTCTTTTTTATTTAGTGTGACAATCTAAAAACTTGTCACACTTCACATGGATCTGTCATGGCGGAAACA
GCGGTTATCAATCACAAGAAACGTAAAAATAGCCCGCGAATCGTCCAGTCAAACGACCTCACTGAGG
CGGCATATAGTCTCTCCCGGGATCAAAAACGTATGCTGTATCTGTTCGTTGACCAGATCAGAAAATCT
GATGGCACCCTACAGGAACATGACGGTATCTGCGAGATCCATGTTGCTAAATATGCTGAAATATTCGG
ATTGACCTCTGCGGAAGCCAGTAAGGATATACGGCAGGCATTGAAGAGTTTCGCGGGGAAGGAAGT
GGTTTTTTATCGCCCTGAAGAGGATGCCGGCGATGAAAAAGGCTATGAATCTTTTCCTTGGTTTATCA
AACGTGCGCACAGTCCATCCAGAGGGCTTTACAGTGTACATATCAACCCATATCTCATTCCCTTCTTTA
TCGGGTTACAGAACCGGTTTACGCAGTTTCGGCTTAGTGAAACAAAAGAAATCACCAATCCGTATGCC
ATGCGTTTATACGAATCCCTGTGTCAGTATCGTAAGCCGGATGGCTCAGGCATCGTCTCTCTGAAAAT
CGACTGGATCATAGAGCGTTACCAGCTGCCTCAAAGTTACCAGCGTATGCCTGACTTCCGCCGCCGC
TTCCTGCAGGTCTGTGTTAATGAGATCAACAGCAGAACTCCAATGCGCCTCTCATACATTGAGAAAAA
GAAAGGCCGCCAGACGACTCATATCGTATTTTCCTTCCGCGATATCACTTCCATGACGACAGGATAGT
CTGAGGGTTATCTGTCACAGATTTGAGGGTGGTTCGTCACATTTGTTCTGACCTACTGAGGGTAATTT
GTCACAGTTTTGCTGTTTCCTTCAGCCTGCATGGATTTTCTCATACTTTTTGAACTGTAATTTTTAAGGA
AGCCAAATTTGAGGGCAGTTTGTCACAGTTGATTTCCTTCTCTTTCCCTTCGTCATGTGACCTGATATC
GGGGGTTAGTTCGTCATCATTGATGAGGGTTGATTATCACAGTTTATTACTCTGAATTGGCTATCCGC
GTGTGTACCTCTACCTGGAGTTTTTCCCACGGTGGATATTTCTTCTTGCGCTGAGCGTAAGAGCTATC
TGACAGAACAGTTCTTCTTTGCTTCCTCGCCAGTTCGCTCGCTATGCTCGGTTACACGGCTGCGGCG
AGCGCTAGTGATAATAAGTGACTGAGGTATGTGCTCTTCTTATCTCCTTTTGTAGTGTTGCTCTTATTT
TAAACAACTTTGCGGTTTTTTGATGACTTTGCGATTTTGTTGTTGCTTTGCAGTAAATTGCAAGATTTAA
TAAAAAAACGCAAAGCAATGATTAAAGGATGTTCAGAATGAAACTCATGGAAACACTTAACCAGTGCAT
AAACGCTGGTCATGAAATGACGAAGGCTATCGCCATTGCACAGTTTAATGATGACAGCCCGGAAGCG
AGGAAAATAACCCGGCGCTGGAGAATAGGTGAAGCAGCGGATTTAGTTGGGGTTTCTTCTCAGGCTA
TCAGAGATGCCGAGAAAGCAGGGCGACTACCGCACCCGGATATGGAAATTCGAGGACGGGTTGAGC
AACGTGTTGGTTATACAATTGAACAAATTAATCATATGCGTGATGTGTTTGGTACGCGATTGCGACGT
GCTGAAGACGTATTTCCACCGGTGATCGGGGTTGCTGCCCATAAAGGTGGCGTTTACAAAACCTCAG
TTTCTGTTCATCTTGCTCAGGATCTGGCTCTGAAGGGGCTACGTGTTTTGCTCGTGGAAGGTAACGAC
CCCCAGGGAACAGCCTCAATGTATCACGGATGGGTACCAGATCTTCATATTCATGCAGAAGACACTCT
CCTGCCTTTCTATCTTGGGGAAAAGGACGATGTCACTTATGCAATAAAGCCCACTTGCTGGCCGGGG
CTTGACATTATTCCTTCCTGTCTGGCTCTGCACCGTATTGAAACTGAGTTAATGGGCAAATTTGATGAA
GGTAAACTGCCCACCGATCCACACCTGATGCTCCGACTGGCCATTGAAACTGTTGCTCATGACTATGA
TGTCATAGTTATTGACAGCGCGCCTAACCTGGGTATCGGCACGATTAATGTCGTATGTGCTGCTGATG
TGCTGATTGTTCCCACGCCTGCTGAGTTGTTTGACTACACCTCCGCACTGCAGTTTTTCGATATGCTT
CGTGATCTGCTCAAGAACGTTGATCTTAAAGGGTTCGAGCCTGATGTACGTATTTTGCTTACCAAATA
CAGCAATAGTAATGGCTCTCAGTCCCCGTGGATGGAGGAGCAAATTCGGGATGCCTGGGGAAGCAT
GGTTCTAAAAAATGTTGTACGTGAAACGGATGAAGTTGGTAAAGGTCAGATCCGGATGAGAACTGTTT
TTGAACAGGCCATTGATCAACGCTCTTCAACTGGTGCCTGGAGAAATGCTCTTTCTATTTGGGAACCT
GTCTGCAATGAAATTTTCGATCGTCTGATTAAACCACGCTGGGAGATTAGATAATGAAGCGTGCGCCT
GTTATTCCAAAACATACGCTCAATACTCAACCGGTTGAAGATACTTCGTTATCGACACCAGCTGCCCC
GATGGTGGATTCGTTAATTGCGCGCGTAGGAGTAATGGCTCGCGGTAATGCCATTACTTTGCCTGTAT
GTGGTCGGGATGTGAAGTTTACTCTTGAAGTGCTCCGGGGTGATAGTGTTGAGAAGACCTCTCGGGT
ATGGTCAGGTAATGAACGTGACCAGGAGCTGCTTACTGAGGACGCACTGGATGATCTCATCCCTTCT
TTTCTACTGACTGGTCAACAGACACCGGCGTTCGGTCGAAGAGTATCTGGTGTCATAGAAATTGCCGA
TGGGAGTCGCCGTCGTAAAGCTGCTGCACTTACCGAAAGTGATTATCGTGTTCTGGTTGGCGAGCTG
GATGATGAGCAGATGGCTGCATTATCCAGATTGGGTAACGATTATCGCCCAACAAGTGCTTATGAACG
TGGTCAGCGTTATGCAAGCCGATTGCAGAATGAATTTGCTGGAAATATTTCTGCGCTGGCTGATGCG
GAAAATATTTCACGTAAGATTATTACCCGCTGTATCAACACCGCCAAATTGCCTAAATCAGTTGTTGCT
CTTTTTTCTCACCCCGGTGAACTATCTGCCCGGTCAGGTGATGCACTTCAAAAAGCCTTTACAGATAA
AGAGGAATTACTTAAGCAGCAGGCATCTAACCTTCATGAGCAGAAAAAAGCTGGGGTGATATTTGAAG
CTGAAGAAGTTATCACTCTTTTAACTTCTGTGCTTAAAACGTCATCTGCATCAAGAACTAGTTTAAGCT
CACGACATCAGTTTGCTCCTGGAGCGACAGTATTGTATAAGGGCGATAAAATGGTGCTTAACCTGGAC
AGGTCTCGTGTTCCAACTGAGTGTATAGAGAAAATTGAGGCCATTCTTAAGGAACTTGAAAAGCCAGC
ACCCTGATGCGACCACGTTTTAGTCTACGTTTATCTGTCTTTACTTAATGTCCTTTGTTACAGGCCAGA
AAGCATAACTGGCCTGAATATTCTCTCTGGGCCCACTGTTCCACTTGTATCGTCGGTCTGATAATCAG
ACTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGTA




TCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATAATCAGACTGG
GACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCATGGTCCCACTCGTATCGTC
GGTCTGATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGAACCAC
GGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTG
ATTATTAGTCTGGGACCACGATCCCACTCGTGTTGTCGGTCTGATTATCGGTCTGGGACCACGGTCC
CACTTGTATTGTCGATCAGACTATCAGCGTGAGACTACGATTCCATCAATGCCTGTCAAGGGCAAGTA
TTGACATGTCGTCGTAACCTGTAGAACGGAGTAACCTCGGTGTGCGGTTGTATGCCTGCTGTGGATT
GCTGCTGTGTCCTGCTTATCCACAACATTTTGCGCACGGTTATGTGGACAAAATACCTGGTTACCCAG
GCCGTGCCGGCACGTTAACCGGGCTGCATCCGATGCAAGTGTGTCGCTGTCGACGAGCTCGCGAGC
TCGGACATGAGGTTGCCCCGTATTCAGTGTCGCTGATTTGTATTGTCTGAAGTTGTTTTTACGTTAAGT
TGATGCAGATCAATTAATACGATACCTGCGTCATAATTGATTATTTGACGTGGTTTGATGGCCTCCACG
CACGTTGTGATATGTAGATGATAATCATTATCACTTTACGGGTCCTTTCCGGTGATCCGACAGGTTAC
GGGGCGGCGACCTCGCGGGTTTTCGCTATTTATGAAAATTTTCCGGTTTAAGGCGTTTCCGTTCTTCT
TCGTCATAACTTAATGTTTTTATTTAAAATACCCTCTGAAAAGAAAGGAAACGACAGGTGCTGAAAGCG
AGCTTTTTGGCCTCTGTCGTTTCCTTTCTCTGTTTTTGTCCGTGGAATGAACAATGGAAGTCCGAGCTC
ATCGCTAATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATATTCGAT

SECUENCIA DEL ORGANISMO RECEPTOR (ZIKV-Natal RGN) (10808 pb)

Pmi 1 (3348) Afe | (5970) BstB | (9128)
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ZIKV-Natal RGN

5’UTR: secuencia no traducida del extremo 5’. Implicada en la replicacién, transcripcion
y traducién del genoma viral. Posiciéon 1-107.

C: Proteina de la capsida. Implicada en la en la encapsidacion del genoma viral. Posicién
108-482.

prM: proteina de membrana que es procesada para dar lugar a la proteina M madura.
Posicion 480-977

E: proteina de la envuelta. Es el ligando viral. Posicién 978-2492.

NS1: Proteina no estructural 1. Posicién 2492-3578

NS2A: Proteina no estructural 2A. Implicada en la inhibicién de la via de sefalizaciéon del
interferon. Posicion 3579-4232.

NS2B: Proteina no estructural 2B. Es una serin proteasa. Posicion 4233-4664.

NS3: Proteina no estructural 3. Tiene actividad serin proteasa, Helicasa y RNA
trifosfatasa. Junto con la NS2B participa en el procesamiento proteolitico de la
poliproteina. Posiciéon 4665-6473.

NS4A: Proteina no estructural 4A. Implicada en la inhibicion de la via de senalizaciéon del
interferon. Posicion 6474-6914.

NS4B: Proteina no estructural 4B. Implicada en la inhibicién de la via de sefalizacién del
interferon. Posicion 6915-8420.

NS5: Proteina no estructural 4B. Es la RNA polimerasa dependiente de RNA. Ademas
presenta actividad metiltransferasa. Implicada en los procesos de replicacion y
transcripciéon del genoma viral y en la inhibicién de la via de sefnalizacion del interferon.
Posicion 8421-10376.

3'UTR: secuencia no traducida del extremo 3’. Implicada en la replicacién, transcripcion
y traducién del genoma viral. Posicion 10377-10808.

AGTTGTTGATCTGTGTGAATCAGACTGCGACAGTTCGAGTTTGAAGCGAAAGCTAGCAACAGTATCAA
CAGGTTTTATTTTGGATTTGGAAACGAGAGTTTCTGGTCATGAAAAACCCAAAAAAGAAATCCGGAGG
ATTCCGGATTGTCAATATGCTAAAACGCGGAGTAGCCCGTGTGAGCCCCTTTGGGGGCTTGAAGAGG
CTGCCAGCCGGACTTCTGCTGGGTCATGGGCCCATCAGGATGGTCTTGGCAATTCTAGCCTTTTTGA
GATTCACGGCAATCAAGCCATCACTGGGTCTCATCAATAGATGGGGTTCAGTGGGGAAAAAAGAGGC
TATGGAAATAATAAAGAAGTTCAAGAAAGATCTGGCTGCCATGCTGAGAATAATCAATGCTAGGAAGG
AGAAGAAGAGACGAGGCGCAGATACTAGTGTCGGAATTGTTGGCCTCCTGCTGACCACAGCTATGGC
AGCGGAGGTCACTAGACGTGGGAGTGCATACTATATGTACTTGGACAGAAACGATGCTGGGGAGGC



CATATCTTTTCCAACCACATTGGGGATGAATAAGTGTTATATACAGATCATGGATCTTGGACACATGTG
TGATGCCACCATGAGCTATGAATGCCCTATGCTGGATGAGGGGGTGGAACCAGATGACGTCGATTGT
TGGTGCAACACGACGTCAACTTGGGTTGTGTACGGAACCTGCCATCACAAAAAAGGTGAAGCACGGA
GATCTAGAAGAGCTGTGACGCTCCCCTCCCATTCCACTAGGAAGCTGCAAACGCGGTCGCAAACCTG
GTTGGAATCAAGAGAATACACAAAGCACTTGATTAGAGTCGAAAATTGGATATTCAGGAACCCTGGCT
TCGCGTTAGCAGCAGCTGCCATCGCTTGGCTTTTGGGAAGCTCAACGAGCCAAAAAGTCATATACTT
GGTCATGATACTGCTGATTGCCCCGGCATACAGCATCAGGTGCATAGGAGTCAGCAATAGGGACTTT
GTGGAAGGTATGTCAGGTGGGACTTGGGTTGATGTTGTCTTGGAACATGGAGGTTGTGTCACCGTAA
TGGCACAGGACAAACCGACTGTCGACATAGAGCTGGTTACAACAACAGTCAGCAACATGGCGGAGGT
AAGATCCTACTGCTATGAGGCATCAATATCAGACATGGCTTCGGACAGCCGCTGCCCAACACAAGGT
GAAGCCTACCTTGACAAGCAATCAGACACTCAATATGTCTGCAAAAGAACGTTAGTGGACAGAGGCT
GGGGAAATGGATGTGGACTTTTTGGCAAAGGGAGCCTGGTGACATGCGCTAAGTTTGCATGCTCCAA
GAAAATGACCGGGAAGAGCATCCAGCCAGAGAATCTGGAGTACCGGATAATGCTGTCAGTTCATGGC
TCCCAGCACAGTGGGATGATCGTTAATGACACAGGACATGAAACTGATGAGAATAGAGCGAAGGTTG
AGATAACGCCCAATTCACCAAGAGCCGAAGCCACCCTGGGGGGTTTTGGAAGCCTAGGACTTGATTG
TGAACCGAGGACAGGCCTTGACTTTTCAGATTTGTATTACTTGACTATGAATAACAAGCACTGGTTGG
TCCACAAGGAGTGGTTCCACGACATTCCATTACCTTGGCACGCTGGGGCAGACACCGGAACTCCACA
CTGGAACAACAAAGAAGCACTGGTAGAGTTCAAGGACGCACATGCCAAAAGGCAAACTGTCGTGGTT
CTAGGGAGTCAAGAAGGAGCAGTTCACACGGCCCTTGCTGGAGCTCTGGAGGCTGAGATGGATGGT
GCAAAGGGAAGGCTGTCCTCTGGCCACTTGAAATGTCGCCTGAAAATGGATAAACTTAGATTGAAGG
GCGTGTCATACTCCTTGTGTACCGCAGCGTTCACATTCACCAAGATCCCGGCTGAAACACTGCACGG
GACAGTCACAGTGGAGGTACAGTACGCAGGGACAGATGGACCTTGCAAGGTTCCAGCTCAGATGGC
GGTGGACATGCAAACTCTGACCCCAGTTGGGAGGTTGATAACCGCTAACCCCGTAATCACTGAAAGC
ACTGAGAACTCTAAGATGATGCTGGAACTTGATCCACCATTTGGGGACTCTTACATTGTCATAGGAGT
CGGGGAGAAGAAGATCACCCACCACTGGCACAGGAGTGGCAGCACCATTGGAAAAGCATTTGAAGC
CACTGTGAGAGGTGCCAAGAGAATGGCAGTCTTGGGAGACACAGCCTGGGACTTTGGATCAGTTGG
AGGCGCTCTCAACTCATTGGGCAAGGGCATCCATCAAATTTTTGGAGCAGCTTTCAAATCATTGTTTG
GAGGAATGTCCTGGTTCTCACAAATCCTCATTGGAACGTTGCTGATGTGGTTGGGTCTGAACACAAAG
AATGGATCTATTTCCCTTATGTGCTTGGCCTTAGGGGGAGTGTTGATCTTCTTATCCACAGCCGTCTC
TGCTGATGTGGGGTGCTCGGTGGACTTCTCAAAGAAGGAGACGAGATGCGGTACAGGGGTGTTCGT
CTATAACGACGTTGAAGCCTGGAGGGACAGGTACAAGTACCATCCTGACTCCCCCCGTAGATTGGCA
GCAGCAGTCAAGCAAGCCTGGGAAGATGGTATCTGCGGGATCTCCTCTGTTTCAAGAATGGAGAACA
TCATGTGGAGATCAGTAGAAGGGGAGCTCAACGCAATCTTGGAAGAGAATGGAGTTCAACTGACGGT
CGTTGTGGGATCTGTAAAAAACCCCATGTGGAGAGGTCCACAGAGATTGCCCGTGCCTGTGAACGAG
CTGCCCCACGGCTGGAAGGCTTGGGGGAAATCGTACTTCGTCAGAGCAGCAAAGACAAATAACAGCT
TTGTCGTGGATGGTGACACACTGAAGGAATGCCCACTCGAACATAGAGCATGGAACAGCTTTCTTGT
GGAGGATCATGGGTTCGGGGTATTTCACACTAGTGTCTGGCTCAAGGTTAGAGAAGATTATTCATTAG
AGTGTGATCCAGCCGTTATTGGAACAGCTGTTAAGGGGAAGGAGGCTGTACACAGTGATCTAGGCTA
CTGGATTGAGAGTGAGAAGAATGACACATGGAGGCTGAAGAGGGCCCATCTAATCGAGATGAAAACA
TGTGAATGGCCAAAGTCCCACACATTGTGGGCAGATGGAATAGAAGAGAGTGATCTGATCATTCCCA
AGTCTTTAGCTGGGCCACTCAGCCATCACAATACCAGAGAGGGCTACAGGACCCAAATGAAAGGGCC
ATGGCACAGTGAAGAGCTTGAAATTCGGTTTGAGGAATGCCCGGGCACTAAGGTCCACGTGGAGGAA
ACATGTGGAACAAGAGGACCATCTCTGAGATCAACCACTGCAAGCGGAAGGGTGATCGAGGAATGGT
GCTGCAGGGAGTGCACAATGCCCCCACTGTCGTTCCGGGCTAAAGATGGCTGTTGGTATGGAATGG
AGATAAGGCCCAGGAAAGAACCAGAAAGCAACTTAGTAAGGTCAGTGGTGACTGCAGGATCAACTGA
TCACATGGATCACTTCTCCCTTGGAGTGCTTGTGATTCTGCTCATGGTGCAGGAAGGGCTGAAGAAG
AGAATGACCACAAAGATCATCATAAGCACATCAATGGCAGTGCTGGTAGCTATGATCCTGGGAGGATT
TTCAATGAGTGACCTGGCTAAGCTTGCAATTTTGATGGGCGCCACCTTCGCGGAAATGAACACTGGA
GGAGATGTAGCTCATCTGGCGCTGATAGCGGCATTCAAAGTCAGACCAGCGTTGCTGGTATCTTTCA
TCTTCAGAGCTAATTGGACACCCCGTGAAAGCATGCTGCTGGCCTTGGCCTCGTGTCTTTTGCAAACT
GCGATCTCCGCCTTGGAAGGCGACCTGATGGTTCTCATCAATGGTTTTGCTTTGGCCTGGTTGGCAA
TACGAGCGATGGTTGTTCCACGCACTGATAACATCACCTTGGCAATCCTGGCTGCTCTGACACCACT
GGCCCGGGGCACACTGCTTGTGGCGTGGAGAGCAGGCCTTGCTACTTGCGGGGGGTTTATGCTCCT
CTCTCTGAAGGGAAAAGGCAGTGTGAAGAAGAACTTACCATTTGTCATGGCCCTGGGACTAACCGCT
GTGAGGCTGGTCGACCCCATCAACGTGGTGGGACTGCTGTTGCTCACAAGGAGTGGGAAGCGGAGC
TGGCCCCCTAGCGAAGTACTCACAGCTGTTGGCCTGATATGCGCATTGGCTGGAGGGTTCGCCAAG
GCAGATATAGAGATGGCTGGGCCCATGGCCGCGGTCGGTCTGCTAATTGTCAGTTACGTGGTCTCAG
GAAAGAGTGTGGACATGTACATTGAAAGAGCAGGTGACATCACATGGGAAAAAGATGCGGAAGTCAC
TGGAAACAGTCCCCGGCTCGATGTGGCGCTAGATGAGAGTGGTGATTTCTCCCTGGTGGAGGATGA
CGGTCCCCCCATGAGAGAGATCATACTCAAGGTGGTCCTGATGACCATCTGTGGCATGAACCCAATA
GCCATACCCTTTGCAGCTGGAGCGTGGTACGTATACGTGAAGACTGGAAAAAGGAGTGGTGCTCTAT
GGGATGTGCCTGCTCCCAAGGAAGTAAAAAAGGGGGAGACCACAGATGGAGTGTACAGAGTAATGA
CTCGTAGACTGCTAGGTTCAACACAAGTTGGAGTGGGAGTTATGCAAGAGGGGGTCTTTCACACTAT
GTGGCACGTCACAAAAGGATCCGCGCTGAGAAGCGGTGAAGGGAGACTTGATCCATACTGGGGAGA
TGTCAAGCAGGATCTGGTGTCATACTGTGGTCCATGGAAGCTAGATGCCGCCTGGGACGGGCACAG
CGAGGTGCAGCTCTTGGCCGTGCCCCCCGGAGAGAGAGCGAGGAACATCCAGACTCTGCCCGGAAT
ATTTAAGACAAAGGATGGGGACATTGGAGCGGTTGCGCTGGATTACCCAGCAGGAACTTCAGGATCT



CCAATCCTAGACAAGTGTGGGAGAGTGATAGGACTTTATGGCAATGGGGTCGTGATCAAAAATGGGA
GTTATGTTAGTGCCATCACCCAAGGGAGGAGGGAGGAAGAGACTCCTGTTGAGTGCTTCGAGCCTTC
GATGCTGAAGAAGAAGCAGCTAACTGTCTTAGACTTGCATCCTGGAGCTGGGAAAACCAGGAGAGTT
CTTCCTGAAATAGTCCGTGAAGCCATAAAAACAAGACTCCGTACTGTGATCTTAGCTCCAACCAGGGT
TGTCGCTGCTGAAATGGAGGAAGCCCTTAGAGGGCTTCCAGTGCGTTATATGACAACAGCAGTCAAT
GTCACCCACTCTGGAACAGAAATCGTCGACTTAATGTGCCATGCCACCTTCACTTCACGTCTACTACA
GCCAATCAGAGTCCCCAACTATAATCTGTATATTATGGATGAGGCCCACTTCACAGATCCCTCAAGTA
TAGCAGCAAGAGGATACATTTCAACAAGGGTTGAGATGGGCGAGGCGGCTGCCATCTTCATGACCGC
CACGCCACCAGGAACCCGTGACGCATTTCCGGACTCCAACTCACCAATTATGGACACCGAAGTGGAA
GTCCCAGAGAGAGCCTGGAGCTCAGGCTTTGATTGGGTGACGGATCATTCTGGAAAAACAGTTTGGT
TTGTTCCAAGCGTGAGGAACGGCAATGAGATCGCAGCTTGTCTGACAAAGGCTGGAAAACGGGTCAT
ACAGCTCAGCAGAAAGACTTTTGAGACAGAGTTCCAGAAAACAAAACATCAAGAGTGGGACTTTGTCG
TGACAACTGACATTTCAGAGATGGGCGCCAACTTTAAAGCTGACCGTGTCATAGATTCCAGGAGATGC
CTAAAGCCGGTCATACTTGATGGCGAGAGAGTCATTTTGGCTGGACCCATGCCTGTCACACATGCCA
GCGCTGCCCAGAGGAGGGGGCGCATAGGCAGGAATCCCAACAAACCTGGAGATGAGTATCTGTATG
GAGGTGGGTGCGCAGAGACTGACGAAGACCATGCACACTGGCTTGAAGCAAGAATGCTCCTTGACA
ATATTTACCTCCAAGATGGCCTCATAGCCTCGCTCTATCGACCTGAGGCCGACAAAGTAGCAGCCATT
GAGGGAGAGTTCAAGCTTAGGACGGAGCAAAGGAAGACCTTTGTGGAACTCATGAAAAGAGGAGATC
TTCCTGTTTGGCTGGCCTATCAGGTTGCATCTGCCGGAATAACCTACACAGATAGAAGATGGTGCTTT
GATGGCACGACCAACAACACCATAATGGAAGACAGTGTGCCGGCAGAGGTGTGGACCAGACACGGA
GAGAAAAGAGTGCTCAAACCGAGGTGGATGGACGCCAGAGTTTGTTCAGATCATGCGGCCCTGAAGT
CATTCAAGGAGTTTGCCGCTGGGAAAAGAGGAGCGGCTTTTGGAGTGATGGAAGCCCTGGGAACAC
TGCCAGGACACATGACAGAGAGATTCCAGGAAGCCATTGACAACCTCGCTGTGCTCATGCGGGCAGA
GACTGGAAGCAGGCCTTACAAAGCCGCGGCGGCCCAATTGCCGGAGACCCTAGAGACCATTATGCT
TTTGGGGTTGCTGGGAACAGTCTCGCTGGGAATCTTTTTCGTCTTGATGAGGAACAAGGGCATAGGG
AAGATGGGCTTTGGAATGGTGACTCTTGGGGCCAGCGCATGGCTCATGTGGCTCTCGGAAATTGAGC
CAGCCAGAATTGCATGTGTCCTCATTGTTGTGTTCCTATTGCTGGTGGTGCTCATACCTGAGCCAGAA
AAGCAAAGATCTCCCCAGGACAACCAAATGGCAATCATCATCATGGTAGCAGTAGGTCTTCTGGGCTT
GATTACCGCCAATGAACTCGGATGGTTGGAGAGAACAAAGAGTGACCTAAGCCATCTAATGGGAAGG
AGAGAGGAGGGAGCAACCATAGGATTCTCAATGGACATTGACCTGCGGCCAGCCTCAGCTTGGGCC
ATCTATGCTGCCTTGACAACTTTCATTACCCCAGCCGTCCAACATGCAGTGACCACTTCATACAACAA
CTACTCCTTAATGGCGATGGCCACGCAAGCTGGAGTGTTGTTTGGTATGGGCAAAGGGATGCCATTC
TACGCATGGGACTTTGGAGTCCCGCTGCTAATGATAGGTTGCTACTCACAATTAACACCCCTGACCCT
AATAGTGGCCATCATTTTGCTCGTGGCGCACTACATGTACTTGATCCCAGGGCTGCAGGCAGCAGCT
GCGCGTGCTGCCCAGAAGAGAACGGCAGCTGGCATCATGAAGAACCCTGTTGTGGATGGAATAGTG
GTGACTGACATTGACACAATGACAATTGACCCCCAAGTGGAGAAAAAGATGGGACAGGTGCTACTCA
TAGCAGTAGCAGTCTCCAGCGCCATACTGTCGCGGACCGCCTGGGGGTGGGGGGAGGCTGGGGCC
CTGATCACAGCCGCAACTTCCACTTTGTGGGAAGGCTCTCCGAACAAGTACTGGAACTCCTCTACAG
CCACTTCACTGTGTAACATTTTTAGGGGAAGTTACTTGGCTGGAGCTTCTCTAATCTACATAGTAACAA
GAAACGCTGGCTTGGTCAAGAGACGTGGGGGTGGAACAGGAGAGACCCTGGGAGAGAAATGGAAG
GCCCGCTTGAACCAGATGTCGGCCCTGGAGTTCTACTCCTACAAAAAGTCAGGCATCACCGAGGTGT
GCAGAGAAGAGGCCCGCCGCGCCCTCAAGGATGGTGTGGCAACGGGAGGCCATGCTGTGTCCCGA
GGAAGTGCAAAGCTGAGATGGTTGGTGGAGCGGGGATACCTGCAGCCCTATGGAAAGGTCATTGAT
CTTGGATGTGGCAGAGGGGGCTGGAGTTACTACGCCGCCACCATCCGCAAAGTTCAAGAAGTGAAA
GGATACACAAAAGGAGGCCCTGGTCATGAAGAACCCGTGTTGGTGCAAAGCTATGGGTGGAACATAG
TCCGTCTTAAGAGTGGGGTGGACGTCTTTCATATGGCGGCTGAGCCGTGTGACACGTTGCTGTGTGA
CATAGGTGAGTCATCATCTAGTCCTGAAGTGGAAGAAGCACGGACGCTCAGAGTCCTCTCCATGGTG
GGGGATTGGCTTGAAAAAAGACCAGGAGCCTTTTGTATAAAAGTGTTGTGCCCATACACCAGCACTAT
GATGGAAACCCTGGAGCGACTGCAGCGTAGGTATGGGGGAGGACTGGTCAGAGTGCCACTCTCCCG
CAACTCTACACATGAGATGTACTGGGTCTCTGGAGCGAAAAGCAACACCATAAAAAGTGTGTCCACCA
CGAGCCAGCTCCTCTTGGGGCGCATGGACGGGCCTAGGAGGCCAGTGAAATATGAGGAGGATGTGA
ATCTCGGCTCTGGCACGCGGGCTGTGGTAAGCTGCGCTGAAGCTCCCAACATGAAGATCATTGGTAA
CCGCATTGAAAGGATCCGCAGTGAGCACGCGGAAACGTGGTTCTTTGACGAGAACCACCCATATAGG
ACATGGGCTTACCATGGAAGCTATGAGGCCCCCACACAAGGGTCAGCGTCCTCTCTAATAAACGGGG
TTGTCAGGCTCCTGTCAAAACCCTGGGATGTGGTGACTGGAGTCACAGGAATAGCCATGACCGACAC
CACACCGTATGGTCAGCAAAGAGTTTTCAAGGAAAAAGTGGACACTAGGGTGCCAGACCCCCAAGAA
GGCACTCGTCAGGTTATGAGCATGGTCTCTTCCTGGTTGTGGAAAGAGCTAGGCAAACACAAACGGC
CACGAGTCTGTACCAAAGAAGAGTTCATCAACAAGGTTCGTAGCAATGCAGCATTAGGGGCAATATTT
GAAGAGGAAAAAGAGTGGAAGACTGCAGTGGAAGCTGTGAACGATCCAAGGTTCTGGGCTCTAGTG
GACAAGGAAAGAGAGCACCACCTGAGAGGAGAGTGCCAGAGTTGTGTGTACAACATGATGGGAAAAA
GAGAAAAGAAACAAGGGGAATTTGGAAAGGCCAAGGGCAGCCGCGCCATCTGGTATATGTGGCTAG
GGGCTAGATTTCTAGAGTTCGAAGCCCTTGGATTCTTGAACGAGGATCACTGGATGGGGAGAGAGAA
CTCAGGAGGTGGTGTTGAAGGGCTGGGATTACAAAGACTCGGATATGTCCTAGAAGAGATGAGTCGC
ATACCAGGAGGAAGGATGTATGCAGATGACACTGCTGGCTGGGACACCCGCATCAGCAGGTTCGAT
CTGGAGAATGAAGCTCTAATCACCAACCAAATGGAGAAAGGGCATAGGGCCTTGGCATTGGCCATAA
TCAAGTACACATACCAAAACAAAGTGGTAAAGGTCCTTAGACCAGCTGAAAAAGGGAAAACAGTTATG
GACATTATTTCGAGACAAGACCAAAGGGGGAGCGGACAAGTTGTCACTTACGCTCTTAACACATTTAC



CAACCTAGTGGTGCAACTCATTCGGAATATGGAGGCTGAGGAAGTTCTAGAGATGCAAGACTTGTGG
CTGCTGCGGAGGTCAGAGAAAGTGACCAACTGGTTGCAGAGCAACGGATGGGATAGGCTCAAACGA
ATGGCAGTCAGTGGAGATGATTGCGTTGTGAAGCCAATTGATGATAGGTTTGCACATGCCCTCAGGTT
CTTGAATGATATGGGAAAAGTTAGGAAGGACACACAAGAGTGGAAACCCTCAACTGGATGGGACAAC
TGGGAAGAAGTTCCGTTTTGCTCCCACCACTTCAACAAGCTCCATCTCAAGGACGGGAGGTCCATTG
TGGTTCCCTGCCGCCACCAAGATGAACTGATTGGCCGGGCCCGCGTCTCTCCAGGGGCGGGATGGA
GCATCCGGGAGACTGCTTGCCTAGCAAAATCATATGCGCAAATGTGGCAGCTCCTTTATTTCCACAGA
AGGGACCTCCGACTGATGGCCAATGCCATTTGTTCATCTGTGCCAGTTGACTGGGTTCCAACTGGGA
GAACTACCTGGTCAATCCATGGAAAGGGAGAATGGATGACCACTGAAGACATGCTTGTGGTGTGGAA
CAGAGTGTGGATTGAGGAGAACGACCACATGGAAGACAAGACCCCAGTTACGAAATGGACAGACATT
CCCTATTTGGGAAAAAGGGAAGACTTGTGGTGTGGATCTCTCATAGGGCACAGACCGCGCACCACCT
GGGCTGAGAACATTAAAAACACAGTCAACATGGTGCGCAGGATCATAGGTGATGAAGAAAAGTACAT
GGACTACCTATCCACCCAAGTTCGCTACTTGGGTGAAGAAGGGTCTACACCTGGAGTGCTGTAAGCA
CCAATCTTAATGTTGTCAGGCCTGCTAGTCAGCCACAGCTTGGGGAAAGCTGTGCAGCCTGTGACCC
CCCCAGGAGAAGCTGGGAAACCAAGCCTATAGTCAGGCCGAGAACGCCATGGCACGGAAGAAGCCA
TGCTGCCTGTGAGCCCCTCAGAGGACACTGAGTCAAAAAACCCCATGCGCTTGGAGGCGCAGGATG
GGAAAAGAAGGTGGCGACCTTCCCCACCCTTCAATCTGGGGCCTGAACTGGAGATCAGCTGTGGATC
TCCAGAAGAGGGACTAGTGGTTAGAGGAGACCCCCCGGAAAACGCAAAACAGCATATTGACGCTGG
GAAAGACCAGAGACTCCATGAGTTTCCACCACGCTGGCCGCCAGGCACAGATCGCCGAATAGCGGC
GGCCGGTGTGGGGAAATCCATGGGTCTT

SECUENCIA DEL INSERTO CMV-ZIKV*-RzBGH (11723 pb)

Ascl Pmi | (3348) Afe | (5970) 8408 (T por C) BstB1(9128) Miu |
5'UTR 1 l 3'UTR

' C lprm | NS1 [Ns2A|NS2B NS4A| NS4B | NS5 Rz[BHG |

CMV-ZIKV*-RzBGH

El inserto esta constituido por la secuencia del promotor del virus CMV (posiciéon 1-602),
seguida del genoma del ZIKV-Natal RGN (Ref GenBank KU527068) con una mutacién
silenciosa en la posicion del genoma viral 8408 (T por C) como marcador genético
(posicion 603-11411), la secuencia de la ribozima del virus de la hepatitis delta (Rz)
(posicion 11412-11494) y las sefales de terminacion y poliadenilacion de la hormona de
crecimiento bovina (BGH) (posicion 11495-11723).

GTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT
GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCC
ATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGG
TGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCT
ATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCC
TACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAA
TGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGT
TTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAAT
GGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCG T ommmmmmmmmmemme
--------- SECUENCIA DEL ZIKV-Natal RGN CON UNA MUTACION T POR C EN LA POSICION
GENOMICA 8408
TCCCCAGCATGCCTGCTATTGTCTTCCCAATCCTCCCCCTTGCTGTCCTGCCCCACCCCACCCCCCA
GAATAGAATGACACCTACTCAGACAATGCGATGCAATTTCCTCATTTTATTAGGAAAGGACAGTGGGA
GTGGCACCTTCCAGGGTCAAGGAAGGCACGGGGGAGGGGCAAACAACAGATGGCTGGCAACTAGAA
GGCACAGTCGAGGCGGATCGATCCGAGCTCTCCCTTAGCCATCCGAGTGGACGACGTCCTCCTTCG
GATGCCCAGGTCGGACCGCGAGGAGGTGGAGATGCCATGCCGACCC




SECUENCIA DEL OMG ZIKV*-Natal RGN (10808 pb)

Pmi1(3348) Afe | (5970) 8408 (T por C) BstB1(9128)

5'UTR l l 3'UTR

C prM NS1 [NS2A|NS28] Ns4A/NS4B|  Nss —_
ZIKV*-Natal RGN

La secuencia es idéntica al organismo receptor (ZIKV-Natal RGN) con una sustitucion de
una T por una C en posicién 8408

SECUENCIA DEL INSERTO CMV-ZIKV* (NS4A*)-RzBGH (11723 pb)

Ascl Pmi1(3348) Afe | (5970) 3408 (T por C) BstB1(9128) Miu il

3'UTR
Rz| BHG |

CMV-ZIKV* (NS4A*)-RzBGH

La secuencia es idéntica a la del inserto CMV-ZIKV*-RzBGH, con la diferencia que la
secuencia codificante para la proteina NS4A presenta una serie de mutaciones
silenciosas. Solo se muestra la secuencia codificante para la proteina NS4A con los
nucleétidos mutados en rojo.

TTT GGT GTA ATG GAA GCG CTA GGT ACG CTA CCG GGT CAT ATG ACG GAA
CGT TTT CAA GAA GCG ATA GAT AAT CTA GCG GTA CTA ATG CGT GCG GAA
ACG GGT TCG CGT CCG TAT AAA GCG GCG GCG GCG CAA CTA CCG GAA ACG
CTA GAA ACG ATA ATG CTA CTA GGT CTA CTA GGT ACG GTA TCG CTA GGT
ATA TTT TTT GTA CTA ATG CGT AAT AAA GGT ATA GGT AAA ATG GGT TTT
GGT ATG GTA ACG CTA GGT GCG TCG GCG TGG CTA ATG TGG CTA TCG GAA
ATA GAA CCG GCG CGT ATA GCG TGT GTA CTA ATA GTA GTA TTT CTA CTA
CTA GTA GTA CTA ATA CCG GAA CCG GAA AAA CAA CGT TCG CCG CAA GAT
AAT CAA ATG GCG ATA ATA ATA ATG GTA GCG GTA GGT CTA CTA GGT CTA
ATA ACG GCG

SECUENCIA DEL OMG ZIKV* (NS4A*) (10808 pb)

Pml | (3348) Afe|(5970) 8408 (T por C) BstB |(9128)

3'UTR
S4A{NS4B | NS5  —

ZIKV* (NS4A%)

La secuencia es idéntica al OMG ZIKV*-Natal RGN, con la excepciéon de la secuencia
codificante para la proteina NS4A que presenta las mutaciones indicadas en el grafico
anterior.



SECUENCIA DEL INSERTO CMV-ZIKV* (NS4B*)-RzBGH (11723 pb)

Ascl

5'UTR

[y == C jprM

Pmi1(3348)

| NS1 |Ns2ANS28

CMV-ZIKV* (NS4B*)-RzBGH

Afe | (5970)

8408 (T por C)

| |

BstB 1 (9128)

NS4A [NS4B*|

NS5

3'UTR
Rz| BHG |

Miu il

La secuencia es idéntica a la del inserto CMV-ZIKV*-RzBGH, con la diferencia que la
secuencia codificante para la proteina NS4B presenta una serie de mutaciones
silenciosas. Solo se muestra la secuencia codificante para la proteina NS4B con los
nucleétidos mutados en rojo.

AAT
GGT
CGT
CCG
GCG
TTT
CAA
TAT
AAA
GTA
GGT
ACG
ACG
TCG
TAT
GGT
CTA
GAA
TCG
CCG
TAT
GGT
GTA
GAT
GAA
CGT
ATG
GTA
AAA
CGT

GAA
CGT
CCG
GCG
ATG
TAT
CTA
ATG
CGT
ACG
CAA
GCG
CTA
CTA
ATA
GAA
GAA
GCG
CGT
TAT
GCG
CCG
CGT
ACG
GCG
CCG
GAA
CCG
TCG
ATG

CTA
CGT
GCC
GTA
GCG
GCG
ACG
TAT
ACG
GAT
GTA
TGG
TGG
TGT
GTA
ACG
TTT
CGT
GGT
GGT
GCG
GGT
CTA
CTA
CGT
GGT
ACG
CTA
AAT
GAT

GGT
GAA
TCA
CAA
ACG
TGG
CCG
CTA
GCG
ATA
CTA
GGT
GAA
AAT
ACG
CTA
TAT
CGT
TCG

ACG
CAT

CTA
ACG
GCG
CTA
TCG
ACG
GGT

TGG
GAA
GCG
CAT
CAA
GAT
CTA
ATA
GCG
GAT
CTA
TGG
GGT
ATA
CGT
GGT
TCG
GCG
GCG
GTA
ATA
GAA
TCG
TGT
CTA
TTT
GAA
CGT
ATA
CCT

CTA
GGT
TGG
GCG
GCG
TTT
ACG
CCG
GGT
ACG
ATA
GGT
TCG
TTT
AAT
GAA
TAT
CTA

ATA
CGT
GAA
GGT
GAT
CGT
TGT
CGT
AAT

AGG

GAA
GCG
GCG
GTA
GGT
GGT
CTA
GGT
ATA
ATG
GCG
GAA
CCG
CGT
GCG

CTA
GAT

CCG
GTA
ATA
GTA
ATA
CTA
TCG
TCG

CGT
ACG
ATA
ACG
GTA
GTA
ATA
CTA
ATG
ACG
GTA
GCG
AAT
GGT
GGT
TGG

GAT
CGT
CTA
GTA
GTA
GAT
GGT
CTA

CAA
ACG
GTA

ACG
ATA
TAT
ACG
CTA
CCG
GTA
CAA

ATA
GCG
GGT

TCG
CTA

TCG
GGT
TGG
GGT
CAA
CTA
GTA
GAA
TCG
GTA
CGT
CAT
TCG

GGT
GCG
TCG
TTT
CTA
GCG
GCG
AAT
GAT
GTA
GCG
TAT
TAT
GTA
GCG
GGT
GTA
CTA
TGT
GAA
GTA
TTT
TCG
ATG
CTA
CGT
GAA
ACG

TCG
TTT
GCG
TAT
GGT
CTA
ATA
GCG
CCG
CCG
TCG
CTA
TGG
CTA

CGT
ATA
GCG
GTA
GGT
GTA
CAA
CAT
TCG
GTA
TGT
TAT
ATG
ACG

GAT
TCG
CTA
AAT
ATG
ATG
ATA
GCG
GTA
CAA
TCG
ATA
AAT
GCG
CGT
CTA
ACG
ACG
GAA
CGT

TCG
ATG
TCG
GGT
CCG
GGT
TAT
TCG

CTA
ATG
ACG
AAT
GGT
ATA
CTA
GCG
GTA
GTA
GCG
ACG
TCG
GGT
CGT
AAT
GAA
GGT
CGT
GGT
GGT
TAT
GCG
TCG
GAT
TAT
GGT
TGG
CAA

TCG
GAT
ACG
TAT

GGT
CTA
CGT
GAT
GAA
ATA
GCG
TCG
GCG
GGT
CAA
GTA
GGT
GGT
GGT
TAT
GGT
GCG
CCG
TGG
ACG
GGT
GTA
CTA

CAT
ATA
TTT
TCG
GGT
TGT
GTA
GCG
GGT

CTA
GCG
ACG
TCG
GGT
ATG
TGT
CAT
TAT
TGG
ACG
TGG
GAA
GAA
CTA
TCG
CTA
TCG
CTA

CTA
GAT
ATA
CTA
ATG
TAT
GCG
GCG
ATA

TCG
ACG
GCG
CTA
GGT
TCG
CGT
GCG
CTA
TCG

AAT
CCG
GTA
GAA
ACG
GTA
GGT
CTA

ATG
CTA
ACG
ATG
CCG
TCG
CAT
CAA
GTA
ATG
CGT
TCG
ACG
ATA
ACG
GCG
GAA
GTA
CAA
TAT
GGT
ATA
TGT
GAA

ATG
CGT
GCG
GGT



SECUENCIA DEL OMG ZIKV* (NS4B*) (10808 pb)

Pmi | (3348) Afe | (5970) 8408 (T por C) BstB | (9128)

| | 3'UTR
NS4A NS4 NS5 —

ZIKV* (NS4B*)

La secuencia es idéntica al OMG ZIKV*-Natal RGN, con la excepciéon de la secuencia
codificante para la proteina NS4B que presenta las mutaciones indicadas en el grafico
anterior.

SECUENCIA DEL INSERTO CMV-ZIKV* (NS5*)-RzBGH (11723 pb)

Ascl Pml | (3348) Afe 1 (5970) 8408 (T por C) BstB1(9128) Miu |

5'UTR | | 3'UTR
NS4A | NS4B | NS5* Rz[BHG|

CMV-ZIKV* (NS4A*)-RzBGH

La secuencia es idéntica a la del inserto CMV-ZIKV*-RzBGH, con la diferencia que la
secuencia codificante para la proteina NS5 presenta una serie de mutaciones
silenciosas. Solo se muestra la regidon de la secuencia codificante para la proteina NS4B

en la cual se han introducido las mutaciones (nucleétidos en rojo).

AAA
TGT
CGT
ACG
TCG
ACG
CGT
ACG

CGT
ACG
GAA
ATG
CGT
CTA
GGT
TCG
ACG
ATG
CAA
ATG
TAT
GAA
GAA
ATG
GCG
CAA

TAT
GCG
TCG
TGG
CTA
GGT
GTA
CGT
CAT
TCG
GCG
CGT
GGT
GCG
GGT
GTA
CGT
CGT
GAA
AAT
GAT
GCG
GCG

GCG
CAT
GAA

GAA
GAA
GAA
GCG
ATA
GTA
TTT
CAA
AAA
AAT
GTA
GAA

ATA
TTT
GAA
ATA
ATA

ATA
CTA
GAA
GTA
GTA
GCG
TGG

GAA
GCG
CAT
TAT
AAT
ACG
AAA
GTA
CGT
GCG
GAA
CAT
CGT
TGG
CTA
GGT
CCG
TCG
GGT
GTA
ATA
AAT
GAA
ACG
TCG
CTA

GAT
CCG
GCG
CAT
GGT
GGT
GAA
ATG
CCG
GCG
GCG
CAT
GAA
TAT
AAT
CTA
GGT
CGT
CAT
GTA
TCG
ACG
GTA
AAT
GGT
CGT
CCG

GTA
AAT
GAA
GGT
GTA
ATA

TCG
CGT
CTA
GTA
CTA

ATG
GAA
GGT
GGT
TTT
CGT

CGT
TTT
CTA
TGG
GAT
TTT
TCG

AAT
ATG
ACG
TCG
GTA
GCG
GTA
ATG
GTA
GGT
AAT
CGT
AAA
TGG
GAT
CTA
CGT
GAT
GCG
GTA
CAA
ACG
GAA
CTA
GAT
CTA
ACG

CTA
AAA
TGG
TAT
CGT
ATG
GAT
GTA
TGT
GCG
GAT
GGT
CAA
CTA
CAT
CAA
ATG
CTA
CTA
CTA
GAT
AAT
ATG
CAA
TGT
AAT
GGT

GGT
ATA
TTT
GAA
CTA
ACG
ACG
TCG
ACG
ATA
CCG
GAA
GGT
GGT
TGG
CGT
TAT
GAA
GCG
CGT
CAA
CTA
CAA
TCG
GTA
GAT
TGG

TCG
ATA
TTT
GCG
CTA
GAT
CGT
TCG
AAA
TTT
CGT
TGT
GAA
GCG
ATG
CTA
GCG
AAT
CTA
CCG
CGT
GTA
GAT
AAT
GTA
ATG
GAT

GGT
GGT
GAT
CCG
TCG
ACG
GTA
TGG
GAA
GAA
TTT
CAA
TTT
CGT
GGT
GGT
GAT
GAA
GCG
GCG
GGT
GTA
CTA
GGT

GGT
AAT

ACG
AAT
GAA
ACG
AAA
ACG
CCG
CTA
GAA
GAA
TGG
TCG
GGT
TTT
CGT
TAT
GAT
GCG
ATA
GAA
TCG
CAA
TGG
TGG
CCG

TGG

CGT
CGT
AAT
CAA
CCG
CCG
GAT
TGG
TTT
GAA
GCG
TGT

CTA
GAA
GTA
ACG
CTA
ATA

GGT
CTA
CTA
GAT
ATA
GTA
GAA

GCG
ATA
CAT
GGT
TGG
TAT
CCG

ATA

CTA
GTA
GCG
GAA
AAT
CTA
GCG
ATA

GGT
CAA
ATA
CTA
CGT
GAT
CGT
GAA

GTA
GAA
CCG
TCG
GAT
GGT
CAA
GAA
AAT
GAA
GTA
TAT

TTT
TCG
GAA
GGT
ACG
TAT

GTA
CGT
CGT
CTA
GAT

GTA

GTA
CGT
TAT
GCG
GTA
CAA
GAA
CTA

TGG
GAT
AAT
GGT
GAA
GGT
GAA
TGG
AAT
ACG
ACG
GTA
AAT
CGT

CGT
GAT
CCG

TCG
ATA
CGT
TCG
GTA
CAA
GGT
GGT
GTA

ATG
TCG
GCG
GGT
ATG
GAT
CAA
TAT
GTA
ACG
ATG
TCG
CGT
TTT
ACG
TTT



TGT
GTA
GGT
CAA
AAT
ACG
GTA
ACG
CTA
AAT

TCG

TCG
CCG
GCG
ATG
GCG
TGG
GTA
CCG
TGG
ATA
TAT
ACG

CAT
TGT
GGT
TGG
ATA
TCG
TGG
GTA
TGT

ATG
CCG

CAT
CGT
TGG
CAA
TGT
ATA
AAT
ACG
GGT
AAT
GAT
GGT

TTT
CAT
TCG
CTA
TCG
CAT
CGT

TCG
ACG
TAT
GTA

AAT
CAA
ATA
CTA
TCG
GGT
GTA
TGG
CTA
GTA
CTA
CTA

GAT
CGT
TAT
GTA

TGG
ACG
ATA
AAT
TCG

CTA
GAA
GAA
TTT
CCG
GGT
ATA
GAT
GGT
ATG
ACG

CAT
CTA
ACG
CAT
GTA
GAA
GAA
ATA
CAT
GTA
CAA

CTA
ATA
GCG
CGT
GAT
TGG
GAA
CCG
CGT
CGT
GTA

SECUENCIA DEL OMG ZIKV* (NS5*) (10808 pb)

GGT
TGT
CGT
TGG
ATG
AAT
TAT
CCG
CGT
CGT

GAT
CGT
CTA
GAT
GTA
ACG
GAT
CTA
CGT
ATA
TAT

GGT
GCG
GCG
CTA
CCG
ACG
CAT
GGT
ACG
ATA
CTA

CGT
CGT

CGT
ACG
GAA
ATG

ACG
GGT
GGT

TCG
GTA
TCG
CTA
GGT
GAT
GAA
CGT
TGG
GAT
GAA

ATA GTA
TCG CCG
TAT GCG
ATG GCG
CGT ACG
ATG CTA
GAT AAA
GAA GAT
GCG GAA
GAA GAA
GAA GGT

Pml | (3348) Afe | (5970) 8408 (T por C) BstB|(9128)

| | 3'UTR
NS4A|NS4B | NS5*

ZIKV* (NS5%)

La secuencia es idéntica al OMG ZIKV*-Natal RGN, con la excepciéon de la secuencia
codificante para la proteina NS5 que presenta las mutaciones indicadas en el grafico
anterior.

SECUENCIA DEL INSERTO CMV-ZIKV* (dE)-RzBGH (10257 pb)

Asc | Pml | (3348) Afe | (5970) 8408 (T por C) BstB1(9128) Miu |

5UTR | | 3'UTR
Clp dE NS2A NS2 NS4A [ NS4B | NS5 Rz[BHG |

CMV-ZIKV* (dE)-RzBGH

La secuencia es idéntica a la del inserto CMV-ZIKV*-RzBGH, con la diferencia que se ha
delecionado una regién de 1466 nt de secuencia codificante para la proteina E localizada
en la posicién genédmica 999-2464.

SECUENCIA DEL OMG ZIKV* (dE) (9342 pb)

Pmi | (3348) Afe|(5970) 8408 (T por C) BstB | (9128)
5'UTR | | JUTR
—{clrml[  dE NS2ANS2 NS4A[NSaB] NS5 —_
ZIKV* (dE)

La secuencia es idéntica al OMG ZIKV*-Natal RGN, con la diferencia que se ha
delecionado una regién de 1466 nt de secuencia codificante para la proteina E localizada
en la posicién genédmica 999-2464.



