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1) Responsables de la actividad
a) Entidad

Nombre: FACULTAD DE MEDICINA. UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID
Direccién postal: Decanato. Facultad de Medicina. C/ Arzobispo Morcillo. N° 4. 28029 (Madrid)

a) Representante legal de la entidad

Nombre y apellidos: José Pablo Rubio Garrido

NIF: Q2818013A

Cargo: Secretario Académico de la Facultad de Medicina/Delegado del Decano para asuntos de
seguridad de la F. Medicina

Tel: 91 497 5303

Fax:

Correo electronico: secretario.medicina@uam.es

b) Responsable cientifico de la actividad

c) Responsable de bioseguridad de la instalacion

Nombre y apellidos: Vicerrector@ de Investigacion de la UAM
NIF: Q2818013A

Cargo: Presidente del Comité de ética de la investigacion UAM
Fax:

Correo electronico: comite.eticainvestigacion@uam.es

d) Indicar cudl de los anteriores actuara como persona de contacto
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2) Debe senalarse si para la ejecucion de esta actividad se recibe financiacién del Plan Estatal
de Investigacién Cientifica y Técnica y de Innovacién. 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

Se va a solicitar un proyecto del Plan Estatal para la ejecucién de esta actividad

3) Instalacion donde se va a desarrollar la actividad de utilizacion confinada (cumplimente si
previamente ha sido comunicada/autorizada para este tipo de actividades; en caso contrario,
cumplimente el Formulario Parte B).

a) Fecha de comunicacién / autorizacion de la instalacion:

b) Numero de referencia del expediente:

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD:

1) Finalidad de la actividad:

La finalidad de la actividad es trabajar con mutantes en los genes recA, whiB3 de la cepa
H37Rv de M. tuberculosis. Los mutantes se obtendran comercialmente.

Los mutantes que se quieren adquirir son dos: mutante en el gen recA y mutante en el gen
whiB3. Ambos genes estan relacionados con estudios que se vienen realizando en el
laboratorio desde hace afos, y que se refieren a la infeccidn latente y a la persistencia en
presencia de antibioticos, aspectos que participan en el estado silente de este microorganismo
en el hospedador humano. Con la adquisicién de los mutantes se pretende entender mejor
estos mecanismos patogénicos y de mantenimiento en el hospedador sin causar
sintomatologia por parte de la bacteria, que es el estudio que se plantea en este proyecto

2) Clasificacion de la actividad

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

Tipo 1
Tipo 2
Tipo 3
Tipo 4

LIXC0]
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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.

v v

VECTOR (virus, plasmido o de cualquier otra Cualquier técnica para la introduccién de
naturaleza). Puede haberse obtenido de células S DNA en el organismo receptor:
de mamifero, insecto, planta, bacteria..., sin que recombinacidn por vectores,
éstas se consideren el organismo donante. macroinyeccion, microinyeccidn, balistica...

v

Modificacion
genética

ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE

OrgadrTlfémg Cl(J:IyO rlnaterlal genético ha sido ORGANISMO RECEPTOR
moditicado de alguna manera que ho >€ . |[€&—— Organismo que sufre la modificacién
produce naturalmente en el apareamiento ni genética

en la recombinacién natural

il INFORMACION SOBRE EL ORGANISMO RECEPTOR DEL CUAL SE DERIVA EL OMG

1) Nombre cientifico:

Nombre cientifico: Mycobacterium tuberculosis CDC1551

Taxonomia: Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Corynebacteriales;
Mycobacteriaceae; Mycobacterium; Mycobacterium tuberculosis complex
Nombre comun: Estirpes silvestres de Mycobacterium tuberculosis

2) Descripcion de los métodos de identificacién y aislamiento.

a) Técnicas de aislamiento:

Cultivo en medios liquidos y sélidos. Se emplea, para el mantenimiento de las
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bacterias, medios especificos de micobacterias, medio liquido Dubos o Middlebrook
7H9 y medio solido Middlebrook 7H10, enriquecidos con Albumina, ADC (albumina,
dextrosa, catalasa) y OADC (acido oleico, albumina, dextrosa, catalasa)
respectivamente.

Para el estudio de latencia se emplean los medios liquidos con acidos grasos de
cadena larga como unica fuente de carbono. En el estudio de persistencia se usan los
medios estandares con adicién de antibidticos en concentraciones bactericidas.

b) Técnicas de identificacion:

Técnicas estandares de tincién especifica de acido-alcohol resistencia asi como
amplificacién y secuenciacion del gen 16S rRNA.

¢) Marcadores genéticos:

Secuencia especifica del gen 16SrRNA del Mycobacterium tuberculosis complex, y
otras secuencias especificas como el pre-rRNA y los genes rpoB y hsp65. La
diferenciacion de M. tuberculosis de otros miembros del complejo se realiza por
multiplex PCR.

d) Marcadores fenotipicos:
No se emplean marcadores fenotipicos en la diferenciacion de M. tuberculosis

e) Estabilidad genética:

Es un organismo muy estable desde el punto de vista genético. Presenta una baja
variabilidad genética entre cepas y bajo nivel de intercambio genético con otras
bacterias.

3) Posibles modificaciones genéticas anteriores:
No tiene

4) ;Se considera patdgeno el organismo receptor?

S X NO [

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

Es una bacteria patégena para humanos, pero otros miembros del complejo pueden
ser patdgenos en humanos y en algunos animales. Solo es infectivo en su forma viva.

6) Si el organismo receptor es patdgeno 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 otros sistemas de clasificacién, nacionales o
internacionales (OMS, NIH, etc.):

Grupo de Riesgo nivel 3
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a) ¢ De que modo se manifiesta la patogenicidad?

Da lugar a una patologia frecuentemente respiratoria, con deterioro de las funciones
pulmonares debido a la formacion de lesiones granulomatosas denominadas
tubérculos. Se manifiesta, por lo tanto, con sintomas respiratorios, como tos
hemoptoica y dificultad al respirar, febricula, malestar general y cansancio.

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

st [ NO [X

Porqué: En los estudios que se plantean se podra determinar posible asociacion
con la patogenicidad en dependencia de los resultados de adaptacion a la
latencia de los mutantes (situacion menos patdégena) o no.

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

Si, puesto que se trata de un preparado comercial previamente purificado, que
garantiza la ausencia de agentes contaminantes.

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

El grupo tiene amplia experiencia en técnicas de Biologia Molecular trabajando con
este patdogeno y especies relacionadas.

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?:
Si. La vida media calculada de M. tuberculosis fuera del huésped es variable
dependiendo de las condiciones que se apliquen, desde 20 min a 6 h segun el estudio.

Es muy sensible a la luz del sol con una vida media de 2-10 min en estas condiciones.

En caso afirmativo:

b) Capacidad de crear estructuras de resistencia o letargo:
i) esporas L]
ii) endosporas L]
iy  quistes []
iv) esclerocios L]
V) esporas asexuales (hongos) ]
Vi) esporas sexuales (hongos) ]

vii) otros, especifiquese

No se conoce que genere formas de resistencia
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c) Otros factores que afectan la capacidad de supervivencia:

Es un organismo bastante resistente a factores medioambientales, aunque, como se
ha mencionado anteriormente, es muy sensible a la luz UV.

d) Posibles nichos ecologicos:

Unicamente se le ha aislado del ser humano como hospedador, aunque sobrevive en
aerosoles o en material contaminado durante un tiempo desconocido.

e) Tiempo de generacién en ecosistemas naturales:
No aplica, no se ha aislado nunca se ecosistemas naturales diferentes del ser humano.
10) Efectos posibles sobre el medio ambiente:

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

No aplica.

b) Interacciones con otros organismos y efectos sobre éstos:

No aplica, solo otros miembros del complejo pueden causar tuberculosis en animales.
11) Distribucion geogréafica y tipo de ecosistema en el que se encuentra el organismo

receptor:

Ecosistema unico es el ser humano. Es un organismo ubicuo a nivel poblacional
mundial.

12) Habitat natural del organismo:
Es un patogeno cuyo habitat natural es el ser humano, se transmite entre individuos

mediante aerosoles. En el medio ambiente, es capaz de sobrevivir y es infeccioso
durante un tiempo, pero incapaz de crecer y dividirse.

INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO DONANTE

1) Nombre cientifico: No aplica

Taxonomia: No aplica
Familia: No aplica
Género: No aplica
Especie: No aplica

Nombre comun: No aplica
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2) Tipo de material genético obtenido del organismo donante:
No aplica

3) Método de obtencion:
a) Extraccion ]
b) PCR []

c) Sintesisinvitro []

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

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

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

propiedades patdégenas o nocivas del organismo?
No aplica.
5) ¢Intercambian los organismos donante y receptor material genético de forma natural?

No aplica

INFORMACION RELATIVA A LA MODIFICACION GENETICA

Los OGM a utilizar se obtendran de la coleccion de mutantes de M. tuberculosis
CDC1551 creada por TARGET (Tuberculosis Animal Research and Gene Evaluation
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1)

2)

Taskforce) que es parte del NIH/NIAID de la Universidad Johns Hopkins (USA)
(http://webhost.nts.jhu.edu/target/Default.aspx).

Actualmente los mutantes se distribuyen en BEIl Resources (Supporting Infectious
Diseases Research https://www.beiresources.org/BEIMutantSearch).

Tipo de modificacion genética:

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

d) Fusion celular

e) Otros, especifiquese

LD

Finalidad de la modificacion genética:

Eliminar, en dos mutantes diferentes, la funcion de los genes recA (gen relacionado
con la regulacion de la reparacion de nucleétidos necesaria durante la respuesta SOS)
y whiB3 (relacionado con la regulacion redox y con mecanismos de transcripcion
asociados a la fase de crecimiento de la bacteria).

El objetivo es conocer los cambios a nivel genético y fisiolégico que se producen en los
mutantes, en condiciones que asemejan la latencia y la persistencia bacterianas. El
estudio permitira determinar la funcion de cada uno de estos genes en latencia y
persistencia de la tuberculosis.

Método utilizado para llevar a cabo la modificacion genética:

El proceso de modificacion genética se ha realizado utilizando mutagénesis por
transposicion al azar. El punto de partida es el transposén Himar1 (Lampe et al. 1999)
aislado de la mosca Haematobia irritans, que muestra unos niveles de transposicion
aumentados en diez veces respecto a otros sistemas, mejorando de esta forma la
eficiencia en la transposicién y creaciéon de mutantes. Se utiliza para preparar bancas
de mutantes por tener una diana corta (AT) lo que posibilita que pueda insertarse en
muchos sitios diferentes en el genoma y en un amplio rango de microorganismos
(Lamichhane et al. 2003).

A partir de Himar1, se construyo el phagemid ¢MycoMarT7 (Sassetti et al. 2001).

La construccion de mutantes en M. tuberculosis se realizd en la cepa CDC1551
utilizando como vehiculo el phagemid ¢MycoMarT7 (Sassetti et al. 2001). Los
phagemid son construcciones para la manipulacion de genes que tienen la capacidad
de crecer como fago y como plasmido, suelen tratarse de elementos shuttle, esto es,
replican tanto en E. coli como en micobacterias.

Los sitios de mutacion por insercion se identificaron mediante PCR con iniciadores
especificos del transposon (Lamichhane et al. 2003).

¢,Se ha utilizado un vector en el proceso de modificacion?

si X n~No [
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En caso afirmativo: Figura 3 tomada de Rubin et al. 1999

Tipo e identidad del vector: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96 (1999) 1647
Se utiliza el phagemid ¢MycoMarT7, que Electroporate

i ioti iaqr Mycobacterium
presenta las siguientes caracteristicas (Siegrist smegmatis

& Rubin, 2008):
¢ Un cassette de resistencia a kanamicina

Kan Gent
que permite la seleccion de mutantes ch
. . r
 Un bacteriéfago sensible a la temperatura. phiycoa romosoms
ori-ts

Se trata del fago defectivo ¢AE87. Debido a
que no puede replicar ni integrarse en el
genoma, el fago siempre se pierde tras la E‘V?&%\ﬁrgealégt?;g
transposicion.

* El gen de la transposasa esta codificado

. Kan  Gent
externamente al transposon. Por tanto, una
vez que ocurre la transposicién el gen de la pMycoMar
transposasa se pierde con el fago vector. En orits

consecuencia, el elemento integrado es
incapaz de transponerse a otra localizaciéon
del cromosoma. Este gen estad bajo el + Se'ﬁgtngﬁgc"ig on
control del promotor T6, un promotor que es y
funcional en micobacterias pero no funciona
en E. coli.

* Extremos invertidos repetidos para el
reconocimiento de la transposasa.

* El origen de replicacion de E. coli, oriR6K,
que posibilita la manipulacion genética en
esta bacteria modelo.

* Dos promotores T7 en direccion hacia el exterior que posibilitan realizar transcripcion in
vitro de las regiones cromosomicas adyacentes.

Chromosome

Kan

La figura muestra el funcionamiento del plasmido pMycoMarT7, precursor de
¢MycoMarT7 utilizado en micobacterias. Para construir ¢MycoMarT7, el plasmido
pMycoMarT7 conteniendo estos elementos, asi como las secuencias del sitio cos de fago
), se clonaron en el fago ¢AE87 (Sassetti et al. 2001).

Al igual que pMycoMar, la replicacién de ¢MycoMar es sensible a la temperatura, ocurre a
30°C pero no a 39°C. Para la seleccion de los mutantes, las micobacterias se crecen una
noche a 30°C para permitir la transposicidon. Posteriormente se plaquean en medio con
kanamicina a 39°C, lo que impide la replicacion del plasmido.

Las colonias que sobreviven a esta temperatura son sensibles a gentamicina,
caracteristica que se emplea para seleccionar, también en presencia de Kanamicina, las
colonias con transposicion en el cromosoma y que han perdido el plasmido.

Si se trata de un virus:

Es defectivo en replicacion Si = NO []
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Se utilizan derivados de un fago no replicativo, para evitar la lisis de la célula receptora
(Hatfull, 2000). La replicacién de ¢MycoMarT7 es dependiente de la temperatura, como la
del plasmido del que procede.

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

Las caracteristicas de la regidn del inserto se explican en el apartado 5.
Otros componentes del vector son los siguientes:

No esta accesible la secuencia de ¢AE87. En todo caso, se elimina tras la transposicién
no permaneciendo en los mutantes,

La Figura siguiente muestra la estructura de la transposasa usada en este sistema. La
secuencia codificante de la transposasa también se pierde tras la transposicion.

31R
37K
O

113 348

Unknown
Function

Non-specific
DNA Binding
2

| S—

C9

Specific DNA Binding

Figura 1, tomada de Lampe et al. 1999

En relacion con la transposasa, a partir del primer nucleétido, empieza el sitio de union a
DNA, identificado en base a analisis comparativo de secuencia con otras transposasas.
Las letras “D” en la figura 1 indican posiciones de los residuos cataliticos. Las regiones

NLS , en el dominio catalitico, se refieren a sefales de localizacién nuclear (Lampe et al.

1999).

En la construccion de los mutantes que se pretende solicitar, se usa la variante C9 de
la transposasa, que muestra mayor actividad. Como se indica en la figura, esta variante
posee cambios en los siguientes aminoacidos: Q131R y E137K.

Secuencia de nucledtidos de la transposasa C9 de Himar1 (1146nt)

atggaa aaaaaggaat ttcgtgtttt gataaaatac tgttttctga agggaaaaaa

tacagtggaa
aacaataatt
acgcagtgga
gattttgaat
ggaacgtgtt
ggtgccgege
tttgcagctg
aacatggctc
cggtgaaccg
tgttttttgg
caacagtgac
gccccacatg
attgagaacg

gcaaaaactt
gattggtatg
cgcccgaaag
gaccgtaaaa
ggtcatatca
gagctcacat
ttaactcgta
catcactaca
tctccgaagce
gatgcgcatg
tattatatgg
aagaagaaaa
atggcaaaaa

ggcttgataa
caaaattcaa
aggtggttac
tgaagttgat
ttcatcaata
ttgaccaaaa
atacacccga
ctcctgagtc
gtggaaagac
gaataatttt
cgttattgga
aagtgttgtt
ttcatgaatt

10

tgagtttccg
gcgtggtgaa
cgacgaaaac
cgagatagca
tttggatatg
acaacgacgt
gtttttcecgt
caatcgacag
tcaaaagtcc
tatcgattat
gcgtttgaag
ccaccaagac
gggcttcgaa

gactctgccce
atgagcacgg
atcaaaaaaa
gaggccttaa
cggaagctct
gttgatgatt
cgatatgtga
tcggctgagt
gctggcaaag
cttgagaagg
gtcgaaatcg
aacgcaccgt
ttgcttecccce

cagggaaatc
aggacggtga
tccacaaaat
agatatcaaa
gtgcgaaatg
ctaagcggtg
caatggatga
ggacagcgac
taatggcctce
gaaaaaccat
cggcaaaacg
gccacaagtc
acccgccgta
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ttctccagat ctggccccca gcgacttttt cttgttctca gacatcaaaa ggatgctcge
agggaaaaaa tttggctgca atgaagaggt gatcgccgaa actgaggcct attttgaggce
aaaaccgaag gagtactacc aaaatggtat caaaaaattg gaaggtcgtt ataatcgttg
tatcgctctt gaagggaact atgttgaata a

Secuencia de aminoacidos de la transposasa C9 de Himar1. Se destacan en negrita y
color rojo los aminoacidos modificados en la variante C9.

"MEKKEFRVLIKYCFLKGKNTVEAKTWLDNEFPDSAPGKSTIIDWYAKFKRGEMSTED
GERSGRPKEVVTDENIKKIHKMILNDRKMKLIEIAEALKISKERVGHIIHQYLDMRKLCAK
WVPRELTFDQKQRRVDDSKRCLQLLTRNTPEFFRRYVTMDETWLHHYTPESNRQSA
EWTATGEPSPKRGKTQKSAGKVMASVFWDAHGIIFIDYLEKGKTINSDYYMALLERLK
VEIAAKRPHMKKKKVLFHQDNAPCHKSLRTMAKIHELGFELLPHPPYSPDLAPSDFFLF
SDIKRMLAGKKFGCNEEVIAETEAYFEAKPKEYYQNGIKKLEGRYNRCIALEGNYVE"

Gama de hospedadores del vector:
Se ha visto que funciona en organismos procariotas y eucariotas.
Caracteristicas de la movilidad del vector:

i) factores de movilizacion

Posee una transposasa, pero esta se encuentra fuera de la regidén que se inserta en el
cromosoma, lo que evita la movilizacion de la regién insertada. Se ha descrito que la
frecuencia de reversién de las mutaciones es baja, ya que la frecuencia de excision
precisa del transposén con la restauracion de la funcion del gen mutado es baja (Bardarov
et al, 2001).

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

Si, el fago empleado no posee capacidad lisogénica.

i) ¢ Puede el vector transferir marcadores de resistencia a otros organismos?
Potencialmente si, dado que posee el gen de resistencia a kanamicina.
Informacién del inserto:

Los organismos modificados genéticamente presentan una insercion en los genes
diana de interés (recA y whiB3), con la consecuente falta de actividad de los mismos.
Segun los estudios realizados, ninguno de los dos genes es esencial, por lo que la
bacteria se mantiene viable a pesar de carecer de ambas funciones (Sassetti & Rubin,
2003).

Con los OMGs se estudiara la funcién de esos genes en el fenotipo silente (persistente
y latente) del patdgeno. Los datos previos indican que todos ellos participan en la
entrada en el fenotipo silente, por lo que su inactividad nos informara de la funcién que
realizan cada uno de los genes en estas condiciones.

El objetivo final es determinar si dichos genes pueden ser diana para el tratamiento de
la infeccion latente tuberculosa.
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Fig. 21.1 A, representation of ¢MycoMarT7 showing the kanamycin gene, inverted repeats,
T7 promoters, and E. coli oriR6 K origin of replication. B, representation of transduction

La figura muestra un esquema
representativo del mecanismo
de insercion de ¢MycoMarT7.
Tomada de Siegrist & Rubin

(2009).

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

Dimensiones:
El inserto tiene una longitud de 2064 nucleétidos.

Mapa de restriccion:
El mapa de restriccién se muestra en el Anexo |.

Secuencia:

GenBank: AF411123.1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

taacaggttg
tggaacaaca
ttcggecctat
aatattaacg
ccacgatgcg
actaagctct
taacgaacta
catgtttcac
aaatagcctc
cttttaaggt
agagcctctce
aagacgaaag
ttcttagacg
cttatcgata
cgctagcttce
cgtagaaagc
tctggacaag
ggcgatagct

gctgataagt
ctcaacccta
tggttaaaaa
cttacaattt
tccggegtag
catgtttcac
aaccctcatg
gtactaagct
taaggtttta
ttaacggttg
aaagcaattt
ggcctcgtga
tcaggtggca
ccgtcgacct
acgctgccgce
cagtccgcag
ggaaaacgca
agactgggcg

cccecggtete
tctcggtcta
atgagctgat
aggtggcact
aggatctgaa
gtactaagct
gctaacgtac
ctcatgtttg
agttttataa
tggacaacaa
tcagtgacac
tacgcctatt
cttttcgggg
¢gaggggggg
aagcactcag
aaacggtgct
agcgcaaaga
gttttatgga
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tagaccccta
ttcttttgat
ttaacaaaaa
tttcggggaa
gatcagcagt
ctcatgttta
taagctctca
aacaataaaa
gaaaaaaaag
gccagggatg
aggaacactt
tttataggtt
ttataagggc
cccggtaccg
ggcgcaaggg
gaccccggat
gaaagcaggt
cagcaagcga

tagtgagtcg
ttataaggga
tttaacgcga
atgtgcgcgg
tcaacctgtt
acgtactaag
tggctaacgt
ttaatataaa
aatatataag
taacgcactg
aacggctgac
aatgtcatga
tgcaggaatt
aggacgcgtc
ctgctaaagg
gaatgtcagc
agcttgcagt
accggaattg

tattacaaac
ttttgccgat
attttaacaa
aaccagatcc
gatagtacgt
ctctcatgtt
actaagctct
tcagcaactt
gcttttaaag
agaagccctt
agaattcttg
taataatggt
cgatatcaag
gaattaattc
aagcggaaca
tactgggcta
gggcttacat

ccagctgggg
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1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

b)

cgccctectgg
ggatctgatg
tgattgaaca
gctatgactg
cgcaggggcg
aagacgaggc
tcgacgttgt
atctcctgtce
ggcggctgcea
tcgagcgage
agcatcaggg
gcgaggatct
gccgcectttte
tagcgttgge
tcgtgecttta
acgagttctt

gaccggggac

taaggttggg
gcgcagggga
agatggattg
ggcacaacag
cccggttett
agcgcggcta
cactgaagcg
atctcacctt
tacgcttgat
acgtactcgg
gctcgcgcca
cgtcgtgacc
tggattcatc
tacccgtgat
cggtatcgcc
ctgagcggga
ttatcagcca

aagccctgca
tcaagatctg
cacgcaggtt
acaatcggct
tttgtcaaga
tcgtggetgg
ggaagggact
gctcctgecg
ccggctacct
atggaagccg
gccgaactgt
catggcgatg
gactgtggcc
attgctgaag
gctcccgatt
ctctggggta
acctgtta //

aagtaaactg
atcaagagac
ctccggcecge
gctctgatgc
ccgacctgtce
ccacgacggg
ggctgctatt
agaaagtatc
gcccattcga
gtcttgtcga
tcgccaggcet
cctgcttgcecce
ggctgggtgt
agcttggcgg
cgcagcgcat
cgcgtaatac

Origen y funcién especifica de cada parte del inserto:

gatggctttc
aggatgagga
ttgggtggag
cgccgtgtte
cggtgccctg
cgttcecttge
gggcgaagtg
catcatggct
ccaccaagcg
tcaggatgat
caaggcgcgg
gaatatcatg
ggcggaccge
cgaatgggct
cgccttctat
gactcactat

ttgccgceccaa
tcgtttcgcea
aggctattcg
cggctgtcag
aatgaactcc
gcagctgtgc
ccggggcagg
gatgcaatgc
aaacatcgca
ctggacgaag
atgcccgacg
gtggaaaatg
tatcaggaca
gaccgcttcc
cgccttettg
agggtctaga

* Region “ta” en color rojo identifica el dinucleotido repetido del sitio de insercion

* Regiones destacadas en verde identifican la region invertida repetida de Himar1.
* Regiones 22 a 55 y 2015-2034, identifican dos copias del promotor T7
* Region 29-760, origen de replicacion del plasmido R6K de Escherichia coli.
* Region 1200-1994, gen de resistencia a kanamicina

c)

La realizacion de la transduccion se describe en
forma detallada en Siegrist y colaboradores (2009).

Debe prepararse inicialmente un stock de phagemid
en E. coli. Los cultivos de micobacterias en medio
liquido se crecen en hasta una densidad optica de
0,8-1,0 a 600nm. Las bacterias se recogen y se
resuspenden en un buffer que contiene SO4Mg vy
Cl,Ca. Las células se infectan con el phagemid a una
concentracion elevada y se incuban durante 3-4
horas a 37°C. Las bacterias se incuban en medio
solido a 37°C, seleccionando

Descripcion del método utilizado para la transformacion:

presencia de kanamicina.

La figura muestra un representacién esquematica de
la preparacion del phagemid y la transformacion en
micobacterias. Figura tomada de Siegrist & Rubin

(2009).

los mutantes en

Transform phage DNA
into M. smegmatis

Produce phage stock

in M. smegmatis

Harvest phage

l

Make high titer stock

Transduce
mycobacteria

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

Y
Infect with
transducing phage

Select for kanamycin
resistance

Collect mutants and
assemble libraries

Gen de resistencia a kanamicina.

e) Informacion sobre los elementos reguladores presentes en el inserto:
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Contiene dos copias de secuencias promotoras T7.
f) ¢Elinserto ha sido secuenciado completamente?
Si, numero de accesion GenBank: AF411123.1

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.

Si, hay una region sin funcion asignada entre los nucleétidos 761 y 1199.

VL. INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE

1) Estado y expresion del material genético introducido:
a) ¢ Es un plasmido libre?

No, las modificaciones estan integradas de forma estable en el cromosoma de M.
tuberculosis.

En caso afirmativo:

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

b) ¢ Esta integrado en los cromosomas nucleares?

El material genético esta integrado en las dianas que se indican a continuacion en el
genoma de M. tuberculosis (apartado b, iii).

En caso afirmativo:

i) numero de copias:

Hay una copia del material integrado por cromosoma en cada mutante.

ii) localizacion cromosomica:

Mutante JHU2737c-552, con punto de insercion en el nucledtido 552 de la region

codificante del gen recA (tamafio del gen-2373 nucleédtidos). Coordenadas del gen recA
en el cromosoma de M. tuberculosis: 3049052 — 3051424,
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Mutante JHU3416-307, con punto de insercion en el nucleétido 307 de la region
codificante del gen whiB3 (tamafio del gen-309 nucledtidos). Coordenadas del gen whiB3

en el cromosoma de M. tuberculosis: 3834892 — 3835200.

i) secuencias colindantes:

Se indica la secuencia de cada gen, identificando el sitio de insercion del elemento

transponible. Las secuencias colindantes son intragénicas en ambos casos.

>M. tuberculosis H37Rv|Rv2737c (rech)
atgacgcagacccccgatcgggaaaaggcgctcgagctggcagtggcccagatcgagaag
agttacggcaaaggttcggtgatgcgcctcggcgacgaggcgcgtcageccgattteggte
attccgaccggatccatcgcactagacgtggccctgggcattggecggectgecgegtgge
cgggtgatagagatatacggcccggagtcgtcgggtaagaccaccgtggcgctgcacgeg
gtggccaacgctcaggccgeccggtggtgttgeggecgttcatcgacgeccgagcacgegetg
gatccggactatgccaagaagctcggtgtcgacaccgattcgctgetggtcagecagecg
gacaccggggaacaggcactcgagatcgccgacatgctgatccgectecgggtgegecttgac
atcgtggtgatcgactcggtggcggecgectggtgecgecgecgecggagectcgaaggegagatg
ggcgacagccac «f—r=—=» gtcgggctgcaggcccggctgatgagccaggegetge
ggaaaatgaccggcgcgctgaataattcgggcaccacggcgatcttcatcaaccagctcce
gcgacaagatcggagtgatgttcgggtcgecccgagacgacaacgggcggaaaggcgttga
agttctacgcgtcggtgcgcatggacgtgcggcgagtcgagacgctcaaggacggtacca
acgcggtcggcaaccgcacccgggtcaaggtcgtcaagaacaagtgcctcgcagagggca
ctcggatcttcgatccggtcaccggtacaacgcatcgcatcgaggatgttgtecgatggge
gcaagcctattcatgtcgtggctgctgeccaaggacggaacgctgcatgcgcggecegtgg
tgtcctggttcgaccagggaacgcgggatgtgatcgggttgecggatcgecggtggegeca
tcgtgtgggcgacacccgatcacaaggtgctgacagagtacggctggecgtgeccgecgggg
aactccgcaagggagacagggtggcgcaaccgcgacgcttcgatggattecggtgacagtg
cgccgattccggecggatcatgecccggetgettggectacctgatcggagatggcagggatg
gttgggtggggggcaagactccgatcaacttcatcaatgttcagcgggcgctcattgacg
acgtgacgcgaatcgctgcgacgctcggttgecgecggecccateccgcaggggecgtatectecac
tcgcgatcgectcatcgacccggtgagecgcaacggtgtggcagacctttgtcagcaggecg
gtatctacggcaagctcgcgtgggagaagacgattccgaattggttcttecgagecggaca
tcgcggccgacattgtcggcaatctgectecttecggectgttcgaaagecgacgggtgggtga
gccgggaacagaccggggcacttcgggtcggttacacgacgacctctgaacaactcgege
atcagattcattggctgctgctgcggttcggtgtcgggagcaccgttcgagattacgate
cgacccagaagcggccgagcatcgtcaacggtcgacggatccagagcaaacgtcaagtgt
tcgaggtccggatctecgggtatggataacgtcacggcattcgecggagtcagttecccatgt
gggggccgcgcggtgeccgecgecttatccaggecgattccagaagccacgcaggggeggegte
gtggatcgcaagcgacatatctggctgcagagatgaccgatgccgtgectgaattatctgg
acgagcgcggcgtgaccgcgcaggaggccgcggeccatgatcggtgtagecttecggggacce
cccgcggtggaatgaagcaggtcttaggtgeccagecgecttecgtecgggatecgegtgecagg
cgctcgcggatgccctggatgacaaattcctgcacgacatgectggcggaagaactcecget
attccgtgatccgagaagtgctgccaacgcggcgggcacgaacgttcgacctcgaggtceg
aggaactgcacaccctcgtcgeccgaaggggttgtcgtgcacaactgttcgececceccettceca
agcaggccgagttcgacatcctctacggcaagggaatcagcagggagggctcecgetgatcg
acatgggtgtggatcagggcctcatccgcaagtcgggtgectggttcacctacgagggceg
agcagctcggccagggcaaggagaatgcccgcaacttecttggtggagaacgecgacgtgg
ctgacgagatcgagaagaagatcaaggaaaagcttggcattggtgccgtggtgaccgatg
atccctcaaatgacggtgtcctgecccgecceccgtecgacttetga

>M. tuberculosis H37Rv|Rv3416 (whiB3)

atgccacagccggagcagctaccgggacccaacgcagacatctggaactggcaattgcaa
ggcctgtgtcgcggcatggactcatcgatgttctteccatecccgacggecgagegtggecegt
gcccgaacgcagcgcgaacaacgcgccaaggaaatgtgtecggecgectgecccgtgatcgag
gcgtgccgatcccatgecgttagaggtcggtgagecctatggegtttggggtggectgtece
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gaatccgagcgcgacctactcctcaagggcaccatgggacgcacccgcggcatccgeccgcacagcett

<> aa

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

El gen recA codifica para la recombinasa A, influye sobre los componentes de la
respuesta SOS de la bacteria, cataliza la hidrdlisis de ATP en presencia de DNA de
cadena simple como indicador de stress, y también interacciona con el gen LexA
(Rv2720) causando su inactivacion. Su inactivacion afectaria todas esas funciones.

El gen whiB3 es una proteina que contiene el anillo hemo, que parece actuar como
anillo sensor, mediante el cual esta relacionada con el control del equilibrio redox
intrabacteriano. No se conocen en detalle los miembros de su regulén. Su inactivacion
influira sobre los miembros de dicho regulon. Su actividad se induce cuando la bacteria
esta en hipoxia y en presencia del acido nitrico, ambos factores relacionados con
latencia. En la infeccion en macrofagos se sabe que el gen regula el metabolismo
lipidico de la bacteria, en respuesta al sistema redox puesto en marcha durante la
infeccion, lo cual permite su mantenimiento viable intracelular (Singh et al, 2009).

c) Si se trata de un virus:
Se trata de un phagemid. La insercidon se produce en el dinucleétido TA.

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

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

No se ha detectado expresion de los genes diana.

i) Determinacién de la estructura del inserto (secuenciacion) [X]
ii) Transcripcionales (nivel de sintesis de mRNA) =
iii) Traduccionales (nivel de sintesis de proteinas) L]

Se han realizado estudios de transcriptdmica utilizando microarrays (Lamichhane et al.
2005) asi como hibridacion especifica del sitio de transposicion (TraSH) (Sassetti & Rubin
2003).

Aportar toda la documentacion al respecto.
Se adjuntan documentos de las siguientes referencias:

- Badarov S. et al. PNAS 94:10961-10966. 2001.

- Glickman MS. in Molecular Genetics of Mycobacteria (2nd Edition), eds. Hatfull, G.
F. & Jacobs, W. R. J. (Am. Soc. Microbiol. Press, Washington, DC), pg. 657-666.
2014.

- Hatfull, G. F. in Molecular Genetics of Mycobacteria, eds. Hatfull, G. F.

& Jacobs, W. R. J. (Am. Soc. Microbiol. Press, Washington, DC), pg. 37-54. 2000.

- Lamichhane G. et al. PNAS 100:7213-7218. 2003.

- Lamichhane G. et al. Infection & Immunity 73:2533-2540. 2005

- Lampe DJ. et al. PNAS 96:11428-11433. 1999.
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b)

d)

- Manganelli R. in Molecular Genetics of Mycobacteria (2nd Edition), eds. Hatfull, G.
F. & Jacobs, W. R. J. (Am. Soc. Microbiol. Press, Washington, DC), pg. 137-160.
2014.

- Rubin EJ. et al. PNAS 96:1645-1650. 1999.

- Sassetti CM. et al. PNAS 98:12712-12717. 2001.

- Sassetti CM & Rubin EJ. PNAS 100:12989-12994. 2003.

- Siegrist MS & Rubin EJ. In Methods in Molecular Biology, eds. Parish, T. & Brown,
A. C. (Humana Press, Totowa, NJ 2008), pg. 311-323. 2009.

- Singh A. et al. PLoS Pathogens 5 (8): e1000545. 2009.

- Szulc-Kielbik I. et al. FEBS Journal 282:1289-1306. 2015.

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

¢ 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:

Se espera que los OMGs presenten diferencias fenotipicas respecto al organismo
receptor, en condiciones de cultivo asociadas a persistencia (mutante recA) o bien
en condiciones de cultivo asociadas a latencia (mutante whiB3).

Los estudios previos con mutantes en whiB3 muestras fenotipo atenuado. La cepa
mutante es capaz de alcanzar la misma carga bacteriana que la silvestre en
modelos de infeccidn de ratones y de cobayas, aunque mostrando menor patologia
a nivel de los 6rganos diana (Manganelli, 2014).

Mycobacterioum tuberculosis realiza recombinacion dependiente e independiente de
recA. El mutante recA tiene elevada sensibilidad a la radiaciéon ionizante, pero su
fenotipo es, en general muy similar al de la cepa silvestre (Glickman, 2014). En
infeccion de macréfagos, el mutante es capaz de reducir la capacidad bactericida de
la célula, por lo que se infiere que este gen podria participar en el escape de la
bacteria a la accién bactericida del fagocito (Szulc-Kielbik et al, 2015).

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

El OMG recA presenta un crecimiento mas lento que la estirpe silvestre.
El OMG whiB3 crece de forma deficiente en medio con acidos grasos de cadena
corta, comparado con la estirpe silvestre.

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

Los OMG no son patogenos para plantas o animales y al no ser genes esenciales
se sugiere que la influencia de las mutaciones sobre el fenotipo patégeno no sean
importantes. Como se ha comentado, el mutante whiB3 es atenuado en
comparacion con la cepa silvestre.

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

NO

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

Como se ha indicado, el mutante whiB3 crece mal en medios con acidos grasos de

cadena corta. Su crecimiento estd aumentado en medios con acetato respecto a la
estirpe silvestre.

f) Marcadores especificos del OMG:
Contiene el gen de resistencia a Kanamicina. La delecion de cada gen se ha
realizado en fase, con lo que la unica diferencia de cada mutante con la estirpe

silvestre es que carecen de los genes recA y whiB3 respectivamente.

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

Los cambios son estables genéticamente
4) Posibilidad de transferencia de material genético a otros organismos:

M. tuberculosis es un organismo considerado genéticamente aislado, con poca o
nula transferencia de material genético entre cepas y a otros organismos.

5) Descripcion de métodos de identificacion y aislamiento empleados.

a) Técnicas utilizadas para la identificacion del OMG.

Se utilizara PCR seguida de secuenciacion para confirmar las mutaciones presentes
en los genes recA y whiB3 en cada mutante

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

Los OMGs se utilizara exclusivamente en el laboratorio de bioseguridad nivel 3. No
se requiere aislamiento del medio ambiente

DESCRIPCION DE LAS OPERACIONES

1) Naturaleza de las operaciones:
a) Ensefianza ]
b) Investigacién =

c) Desarrollo ]

l 8 Ministerio de Agricultura,
Alimentacién y Medio
Ambiente



2) Volumen o cantidad de OMG a utilizar:
a) Volumen maximo en el caso de microorganismos: 100 ml
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
duracién de la financiacién de los proyectos a los que estan asociados las actividades con los OMG)).

3 ANOS
4) Finalidad de la actividad de utilizacién confinada, incluidos los resultados esperados:

Estudiar dos mutantes con delecién de genes relacionados con la persistencia y latencia de
Mpycobacterium tuberculosis y determinar la adaptacion fenotipica y la actividad genética
que realizan, para establecer el fenotipo silente.

Se espera encontrar marcadores que indiquen los procesos que pone en marcha la
bacteria para establecer la infeccion latente, la mas exitosa en el ser humano por su alta
frecuencia.

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

Los mutantes se distribuyen en BEI Resources (Supporting Infectious Diseases Research
https://www.beiresources.org/BEIMutantSearch).

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

Los OMGs deben transportarse desde su origen (ver web mencionada). EI manejo,
embalaje y etiquetado seguira la normativa internacional y nacional vigente para el
transporte de mercancias peligrosas y de sustancias infecciosas.

' Legislacion 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 acompanar a los OMG en el
transporte, puede encontrarse en el siguiente enlace: (http://www.biodiv.org/biosafety/cop-
mop/result.aspx?id=8288&l1g=1)

* Normativa nacional e internacional (OACI/TATA, OMI/MDG, TPF/RID y TPD/ADR) para el transporte de mercancias
peligrosas y, en particular, de sustancias infecciosas y muestras para diagnostico.
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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 manejo de células vivas de M. tuberculosis y los OMGs se realizara en un grado 3 de
confinamiento y tendra lugar en el laboratorio de nivel 3 de contencién biolégica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid

Estudio de latencia:

Las bacterias (OMGs y cepa silvestre) se creceran en un volumen de 10ml segun el
procedimiento descrito por Rodriguez y colaboradores (2014), utilizando Middlebrook 7H9
como medio de cultivo, hasta alcanzar 0,5 UDOgg,m momento en que el pre-cultivo se
divide en varios inoculos, uno de ellos se crece en 100ml del mismo medio y el otro en
100ml de una mezcla de acidos grasos de cadena larga (AG-CL) y numero par de atomos
de carbono (acidos oleico, palmitico y estearico, 0,001% cada) como unica fuente de
carbono.

Se recogen cultivos en fase exponencial (Rodriguez et al, 2014), para obtener datos que
serviran de referencia. Los cultivos en AG-CL se recogen también a los 30 y 60 dias de
incubacion. La concentracion maxima esperada en estos cultivos es de 0,9-1,0 UDOggonm
Un lote de los cultivos que se llevan hasta los 30 dias se divide en dos inéculos, uno de los
cuales se somete al procedimiento clasico de hipoxia descrito por Wayne y Sohaskey
(2001) hasta alcanzar la denominada fase NRP1. Para controlar el nivel de hipoxia de los
cultivos, se realiza, en paralelo a estos, un cultivo suplementado con azul de metileno (1,5
mg/ml) que se usara como indicador del nivel de deplecion de oxigeno.

Estudio de persistencia:

Las bacterias (OMGs y cepa silvestre) se creceran en dos tubos con un volumen de 10-
20ml de Middlebrook 7H9 como medio de cultivo, hasta alcanzar 0,5 UDOgoonm. Llegado
este punto, a un tubo de cada cepa se le agrega el antibiotico a concentraciones
bactericidas (entre 10 y 20 veces mayor que la CIM). El duplicado de cada aislamiento se
mantiene como control sin agregar antibiéticos. A los 2, 4, 7 y 14 dias de agregados los
antibiéticos se toman muestras y se siembran en medio solido por duplicado para obtener
colonias aisladas en tubos sin y con antibioticos. Las UFC se cuantifican a los 40 dias de
cultivo.

Para el estudio de los OMGs se adaptaran las condiciones de crecimiento activo descritas
en medio estandar Middlebrook 7H9 (Benjack et al, 2016) al medio con AG-CL, mediante la
realizacion de curvas de crecimiento y determinacion del punto equivalente a crecimiento
exponencial.

Cuando se recogen los cultivos, y previamente a la extraccion del RNA total, se
determinaran las unidades formadoras de colonias (UFC) y el numero mas probable (NMP)
(http://www.fda.gov/food/foodscienceresearch/laboratorymethods/ucm109656) este ultimo
procedimiento se recomienda cuando se esperan una cantidad pequefia de
microorganismos, como puede ocurrir, particularmente en los cultivos en hipoxia.

Para evaluar los cambios en el fenotipo asociados a latencia y persistencia, se realizara
tincidon de acido-alcohol resistencia estandar para determinar si esta caracteristica se
mantiene y tincion fluorescente de lipidos. Para esta ultima se utilizara la tincién doble
Auramina-O-Rojo Nilo, segun el protocolo descrito por Deb y colaboradores (2009), que se
ha usado previamente en el laboratorio (Pifiero et al, V Reunion SLAMTB. Zacatecas,
Mexico. 2010), y que permite detectar y cuantificar la presencia de lipidos en el interior de
las bacterias. Para la cuantificacién de la fluorescencia se usara el software NIS-BR
(Nikon). Finalmente, se determinara la posible tolerancia de las bacteria a partir de cultivos
en lipidos de larga duracion, utilizando los antimicrobianos y el procedimiento descrito
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previamente determinandose las UFC y el NMP para valorar dicha tolerancia.

Para la extraccion del RNA, las bacterias se lavaran con solucion salina conteniendo Tween
80, y el reactivo RNA protect reagent de Quiagen. Seguidamente, las bacterias se lisan en
presencia de fenol acido y perlas de vidrio en el aparato Fast-Prep, mediante rotura
mecanica, repitiendo todo el proceso tres veces. De los sobrenadantes obtenidos, se
purifica el RNA con cloroformo, se precipita con isopropanol, se lava con etanol y se
resuspende en agua tratada con DEPC. Posteriromente, se realiza un tratamiento con
DNAsa |, se vuelve a purificar con fenol-cloroformo y se cuantifica con el Nanodrop.

Las muestras de RNA seran enviadas a la Fundacién para el Fomento de la Investigacion
Sanitaria y Biomédica (FISABIO) donde se llevara a cabo la eliminacion del RNA
ribosémico y la preparacion de librerias para RNA-seq especifico de hebra (strand-specific
RNA-seq; ssRNAseq).

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

Todos los residuos biolégicos que se generen seran inmediatamente inactivados dentro de los
recintos de contencion (cabinas de bioseguridad) mediante la utilizacion de germicidas de
amplio espectro usados.

Posteriormente, los residuos liquidos y los solidos se autoclavaran dentro del laboratorio de
bioseguridad. Los procedimientos de autoclavado y esterilizacion por calor y quimicos se
validan periddicamente mediante la utilizacion de kits de esporas del microorganismo testigo
Bacillus stearothermophilus.

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

1) Proximidad a fuentes de peligro potenciales:

El riesgo de contaminacion en dependencias cercanas a la instalacién o en el medio ambiente
externo a la Facultad de Medicina es bajo es bajo por las siguientes razones:
-El laboratorio esta equipado con todos los medios e infraestructura de contencion necesarios,
resaltandose el sistema de tratamiento de aire y el sistema de inactivacion biolégica de
efluentes liquidos (Biowaste) y el sistema de esterilizacion de liquidos y sélidos (autoclave).
-La infraestructura y medios se valida periddicamente por una empresa externa y seran
validados por ésta empresa u otras tras averias. Igualmente, el servicio de Prevencién de
Riesgos Laborales validara periédicamente a nivel interno todos los métodos y sistemas de
inactivacion biologica y esterilizacion mediante la utilizacion de microorganismos testigo
utilizando diferentes métodos.
-La instalacion dispone de un Manual de Bioseguridad y Reglamento de Funcionamiento
donde se especifican las normas de higiene, proteccidén, contencion y gestion de residuos,
tanto para el personal usuario como para el propio servicio de Prevencion de Riesgos.
Todos los protocolos de manipulacion, transporte y conservacion de agentes biologicos y
OMG, limpieza y sanitizacién de zona, esterilizacion e inactivacién bioldégica se encuentran
protocolizados por escrito y se dispone de programas de actuacién para aquellos
procedimientos en que sea conveniente.
-La instalacion dispone de un plan de emergencias y evacuacion que intenta cubrir todos los
procedimientos de actuacién ante supuestos de incidente, accidente y emergencias.
-El indice de ocupacion de las dependencias cercanas al laboratorio es bajo, la zona
adyacente al mismo es solo utilizada por personal de laboratorio al tratarse de una entrada a
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una camara de refrigeracion. No hay ningun laboratorio con un grupo de investigacién anexo a
la instalacion.

-La Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Madrid se encuentra aislada de
zonas habitadas por tres de sus cuatro lados, estando el laboratorio situado en la parte interior
de la misma, por lo que se encuentra separado de zonas habitadas que se sitian en un ala
separada de aquella donde se encuentra el laboratorio.

-No existen en las cercanias cultivos agricolas, 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 humedos e inviernos y veranos
secos, fuerte gradiente de temperaturas estacional. Viento predominante N.O.

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

Las operaciones indicadas se realizaran en laboratorio de nivel 3 de contencion bioldgica con
autorizaciéon N° Registro IRSST 18/216905.9/10

DESCRIPCI()N DE LAS MEDIDAS DE PROTECCION Y CONTROL ADOPTADAS DURANTE
LA UTILIZACION CONFINADA

1) Adopcién de las Buenas Practicas de Laboratorio:

Las normas a seguir seran las expuestas en el Manual de Bioseguridad del laboratorio de
contencion biolégica de nivel 3 incluido en la solicitud de autorizacion.

2) Formacion del personal adscrito:

El personal adscrito ha recibido la formacion e informacién indicada en el Manual de
Bioseguridad adjuntado en la solicitud de autorizacion del laboratorio de nivel 3 de contencion
biolégica (ver apartado 5 del Manual). Todo el personal implicado tiene experiencia en la
manipulacién de los agentes bioldgicos que se indican en esta solicitud, ademas durante los
procedimientos siempre habra dos personas en el laboratorio.

3) Programas de limpieza/desinfeccidn/descontaminacion:

Los programas de limpieza, desinfeccion y descontaminacion estan descritos en el Manual de
Bioseguridad del laboratorio de nivel 3 de contencion bioldgica incluido en la solicitud de
autorizacion (ver apartados 7 y 8 del Manual)

4) Programas de mantenimiento de aparatos para el confinamiento:

Los programas de mantenimiento de aparatos para el confinamiento estan detallados en el
Manual de Bioseguridad del laboratorio de nivel 3 de contencion biolégica incluido en la
solicitud de autorizacion (Ver apartado 6 del manual).

5) Programas de inspeccion y control del confinamiento:
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Los programas de inspeccion y control de confinamiento estan descritos en el apartado
“Utilizacion de aparatos y equipos con agentes biolégicos” (apartado 6) del Manual de
Bioseguridad del laboratorio de nivel 3 de contencion bioldgica incluido en la solicitud de
autorizacion (ver también apartado 8 de dicho Manual).

GESTION E INACTIVACION DE RESIDUOS

1) Encargado de la gestion 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 gestion de los residuos:
FERROVIAL SERVICIOS - CESPA GR, S.A.U
2) Inactivacién de residuos: método, forma final, destino de cada uno de los tipos de residuos
generados
Todos los residuos son previamente inactivados en el laboratorio mediante autoclave.
Los residuos inactivados se colocan en el interior de contenedores biosanitarios de un solo

uso que son retirados y gestionados por la empresa de gestion de residuos biosanitarios
Ferrovial Servicios- CESPA GR, S.A.U.

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

1) Condiciones en las que podria producirse un accidente:

En el Manual de Bioseguridad viene indicado el Plan de emergencias y evacuacion, que se ha
incluido en la documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio.

2) Equipamiento de seguridad (especifiquese):

Viene indicado en el Manual de Bioseguridad y en la descripcion del laboratorio incluidos en la
documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio.

3) Descripcion de la informacién suministrada a los trabajadores:

El uso del laboratorio esta restringido a personal doctor del laboratorio de Micobacterias, que
debe conocer la siguiente informacion:
- Manual de Bioseguridad del laboratorio nivel 3 de Bioseguridad de la Facultad de Medicina
de la Universidad Autonoma de Madrid.
- Planificacion y evaluacion de riesgos generales de la Universidad y propios del laboratorio
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nivel 3 de Bioseguridad de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Madrid.
4) Planes de emergencia:

El Plan de emergencias y evacuacion del laboratorio se ha incluido en la documentacion
correspondiente a la solicitud del laboratorio y que estan indicados en el Manual de
Bioseguridad del mismo.
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Mapa de restriccién del inserto

<Serial Cloner V2.5> -- <24 jul 2017 10:15>
Restriction map of Untitled Sequence #1
Showing restriction enzymes cutting maximum 1 time [using RELibrary as a Restriction Enzyme Library]
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aggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaaccagatccccacgatgegteccggegtagaggatctgaagatcagcagttcaacctgttgatagtacgt
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R W H F S G K ¢ A R NOTI P T MU R P A *» R I *# R S A V Q P V D S T Y
tccaccgtgaaaagcccctttacacgegecttggtectaggggtgectacgcaggecgecatectectagacttetagtegtcaagttggacaactatcatgea
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tggctaacgtactaagctctcatgtttcacgtactaagectctcatgtttgaacaataaaattaatataaatcagcaacttaaatagcctctaaggtttta
A N V L §$S S H V S R T K L S €C L N N K I NI N O O L K * P L R F *
w L. T™Y *» A L M F H VL S S H V *» T 1 K L I » I S N L N S L * G F K
G *» R T K L s ¢ F T Y *» A L M F E Q * N * Y K S A T * I A S K V L
accgattgcatgattcgagagtacaaagtgcatgattcgagagtacaaacttgttattttaattatatttagtcgttgaatttatcggagattccaaaat
410 420 430 440 450 460 470 480 490

AhaIII

Dral

|
agttttataagaaaaaaaagaatatataaggcttttaaagcttttaaggtttaacggttgtggacaacaagccagggatgtaacgcactgagaagccctt
v L *# E K K E Y I R L L K L L R F N G C G QO Q A R DV T H * E A L

F ¥ K K K K N I » G F * § F * G L T Vv Vv D N K P G M *# R T E K P L
s F I R K K R I Yy K A F K A F K Vv *» R L W T™T S Q G C N A L R S P *
tcaaaatattcttttttttcttatatattccgaaaatttcgaaaattccaaattgccaacacctgttgttecggtececctacattgegtgactettecgggaa
510 520 530 540 550 560 570 580 590

>BbvII
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>BpuAI

>Bpil

>Bbr71I

>BstV2I

>BbsI

|
agagcctctcaaagcaattttcagtgacacaggaacacttaacggctgacagaattcttgaagacgaaagggcctcgtgatacgectatttttataggtt < 700
R A S Q S N F Q # H R N T * R L T E F L K T K G P R D T™ P I F I G *
E p L K A I F s D TG T L N G * Q N S *» R R K G L Vv I R L F L =* V

s L S K Q F s v T Q E H L T A D R I L E D E R A S * Y A Y F Y R L
tctcggagagtttcgttaaaagtcactgtgtececttgtgaattgeccgactgtcttaagaacttcectgetttececcggagcactatgecggataaaaatatccaa
610 620 630 640 650 660 670 680 690

StrI
Ama87I
BmeT110I
Sfr2741
XhoI
BsiHKCI
SlaIl
Eco88I
Scil
AbsI
PspXI
Bsul5I FblI PaeR7I
BseCI Sall N1i3877I
Rcal BshvVI AccI BsoBI
BspHI Clar XmiI Aval
CciI Zral Eco32T BspDI HincII
PagI AatIT PstI EcoRV Bsa291 HindIT
| | | | | | N
aatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggttataagggctgcaggaattcgatatcaagcttatcgataccgtcgacct < 800
c H D NNGVFL DV R WHUPF S GL *» G L Q E F DI K L I DT V D L
N VM I I MV SsSs * T S GG GG T F R G Y K G CU RN S I S S L s I P s T s
M s * * * W F L R R Q V A L F G Vv I R A A G I R Y Q A Y R Y R R P
ttacagtactattattaccaaagaatctgcagtccaccgtgaaaagccccaatattcccgacgtccttaagectatagttcgaatagectatggcagetgga
710 720 730 740 750 760 770 780 790
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Acc651I

KpnI MroXT BmtI
Bspl20I Asp700I BspOI
PspOMI XmnI AsuNHI BstAPI
Apal Asp718I PdmI NheI >DraRI ApaBI

cgagggggggcccggtaccgaggacgcgtcgaattaatteccgetagettcacgetgecgcaagcactcagggecgcaagggctgctaaaggaagecggaaca
E G G P G T E DA SN ** F R * L H A A A S T Q G A R A A K G s G T
R G G P V P R T RI RTINS ASVF T™L P Q A L R A Q0 G L L K E A E H
R G G A R YR G RV EL I P L A S RCWRI KHS GIRI K G C * R K R N T
gctcceccecccgggecatggetectgegecagettaattaaggegatcgaagtgecgacggegttegtgagteccegegtteccgacgatttecttegeecttgt
810 820 830 840 850 860 870 880 890

PstNI

Cairz

AlwNI

|
cgtagaaagccagtccgcagaaacggtgctgaccccggatgaatgtcagetactgggectatctggacaagggaaaacgcaagcgcaaagagaaagcaggt
R R K P V R R NG AD P G * M S A T G L S G Q G K T O A QU R E S R *
vV E S ¢ S A EE T V L T P D E C Q L L G ¥ L . DK G K R K R K E K A G

* K A S P 9 K R C *» P R M NV S Y W A I W T R E N A S A K R K Q V
gcatctttcggtcaggecgtcectttgeccacgactggggectacttacagtecgatgacccgatagacctgttecettttgegttegegtttetetttegteca
910 920 930 940 950 960 970 980 990

>BtsI

|
agcttgcagtgggcttacatggcgatagctagactgggcggttttatggacagcaagcgaaccggaattgecagetggggegeecctetggtaaggttggg

L AV G L H G D S * T G R F Y G QO 0 A NRNCOULGIRUPL V R L G
s L. Q9 W A Y M A I A R L G GPF M D S K R T G I A S W GA L W * G W E
A C s 6 L TW R * LLh DWAV L W T™A S E P E L P A G A P S G K V G
tcgaacgtcacccgaatgtaccgctatcgatctgacccgeccaaaatacctgtegttegettggecttaacggtecgaccececgegggagaccattecaacce
1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090

BclI
Fbal
Ksp22T
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XcmI BglIT
| | |
aagccctgcaaagtaaactggatggectttcttgeccgeccaaggatctgatggecgcaggggatcaagatctgatcaagagacaggatgaggategtttegea
s p A K *» T G W L S €C R 0O G s D GGA GD O DL I K R O DE D R F A
AL 9 S K L b G F L AA K DILLMAW OQGGTII K I *» S R DR MU R I V S H
K p C K VvV N W M A F L P P R I *» W R R G S R S D QO E TG * G S F R M
ttcgggacgtttcatttgacctaccgaaagaacggecggttcctagactaccgegteccectagttctagactagttectetgtectactectagcaaagegt
1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190

EclXI

BseX31I

Bsh12851I

McrI

>GdiII

BstMCI

XmalIIlI

Eco52T

BsiEI

EagI <CchIII

BstZI

| |
tgattgaacaagatggattgcacgcaggttctccggeccgecttgggtggagaggctattecggectatgactgggcacaacagacaatcggectgectetgatge
* L N K M D ¢C T (@ vV L R P L G WU R G Y S A M TG HNIROGOQ S A A L M P
D *# T R W I A R R F s G R L G G E A I R L * L G T TD N R L L * C

I E Q b G L H A G S P A A WV E RL F G Y D WA AOQO O T I G C s D A
actaacttgttctacctaacgtgcgtccaagaggccggcgaacccacctctccgataagecgatactgaccecgtgttgtectgttageccgacgagactacg
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290

DseDI

DrdI

AasI

|
cgccgtgttecggectgtcagegcaggggegeccggttetttttgtcaagaccgacctgteccggtgecctgaatgaactccaagacgaggcagegeggceta

Pp ¢ s G C Q9 R R G A R F F L S R P TTCUPV P * M N S K TR Q R G Y

R R vV P AV s A G A P G S F C Q DR PV R CUPE * T P R R G S A A I
AV F R L $S A Q G R P VL F V K T DL S G A L N E L Q D E A AR L
gcggcacaaggccgacagtcgcgtcccecgecgggccaagaaaaacagttctggetggacaggeccacgggacttacttgaggttectgeteecgtegegecgat
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1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390

M1uNI

MscI Acclé6I

Msp20I NsbI PsyI
MlsT Fspl Pf1FI
BalT MstI AspI

Hael AviII Tthl1l1lT >HaelV

| | | |
tcgtggctggeccacgacgggegttecttgegecagetgtgetecgacgttgtcactgaagecgggaagggactggetgetattgggecgaagtgecggggecagg
R G W P R R A F L A QQ L C S TUL S L K R E G T G C Y W A K C R G R
v A G H D GR S L R S C A RRCH ** S G K GGL A A I G R S A G A G
s w L. A T T GV P C A AV L DV V T EA AGIU RDWILILLGE V P G QO D
agcaccgaccggtgctgcccgcaaggaacgcgtcgacacgagctgcaacagtgacttegeccttecctgaccgacgataaccecgettcacggeccegtec
1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490

>BciVI
<ASsuHPI >Bsul >BsrDI
<SspD5I >Bful >BseMI
<HphT >NmeAIII >Bse3DI
| | | |
atctcctgtcatctcaccttgectcctgeccgagaaagtatccatcatggectgatgcaatgecggecggectgecatacgecttgateccggetacctgeccattega
I s ¢ H L T L L L P R K Y P S WL M Q C G G C I R L I R L P A H S T
s p VvV I s p C s C R E S I H H G * C N A A A A Y A *# 8 G Y L P I R
L L s S H L AP A E XK YV s I M A DA MU RI RUL HTL D P A T C P F D
tagaggacagtagagtggaacgaggacggctctttcataggtagtaccgactacgttacgccgccgacgtatgcgaactaggccgatggacgggtaaget
1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590

>Fall

|
ccaccaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaagccggtecttgtcgatcaggatgatctggacgaagagcatcaggggcectcecgegeca

T K R N I A S S E H VL G W K P VL 5SS I R M I W T K S I R G S R Q
P p S E T S H R A S T Y s D G s R s C R s G * s G R R A S G A R A s
H Q A K H R I E R A R T R M E A G L V D O DD UL D EE H Q G L A P
ggtggttcgctttgtagegtagectecgetegtgecatgagectaccttecggeccagaacagectagtecctactagacctgettetegtagtecccgagegeggt
1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690

34 Ministerio de Agricultura,
Alimentacién y Medio
Ambiente

< 1500

< 1600

< 1700



MslI
SmiMI
Rsel
BtgI
Ncol
Bspl9TI
<BpuEI Dsal
<Bce831I BstDSI
| N
gccgaactgttcgccaggctcaaggcgeggatgecccgacggecgaggatectecgtecgtgacccatggecgatgectgettgecgaatatcatggtggaaaatg < 1800
P N C S P G S R R G C P T AI RIS S * P M A M P A CI RTI S W W K M
R T v R Q A Q G A D A RURIRGS S RIU RDPWI R CUL L A E Y H G G K W
A E L F AR L K A RMUPDGE DL VYV T™H G D A C L P N I M V E N G
cggcttgacaagcggtccgagttccgegectacgggectgecgetcctagagcagcactgggtaccgectacggacgaacggecttatagtaccaccttttac

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790
Bmel8I
Eco47I
Psp03I
VpaK11AI
AvalT
<RdeGBII VpaK1l1BI
NgoMIV RsrII
Krol Rsr2I
Nael CspIl
MroNI Cpol
>Rcel PdiI >EciI

| | | |11
gccgecttttetggattcatcgactgtggecggetgggtgtggecggaccgectatcaggacatagegttggectaccegtgatattgetgaagagettggegg < 1900
A A F L DS s T™VAGWV WUR T ATI R T * R W L P V I L L K S L A A
P L F w I H R L W P A G C G G P L 5SS G H S V G Y P * Y C * R A W R
R F s G F T b ¢ G R L GV ADI RY ©Q DI A L A TR RDTI A E E L G G
cggcgaaaagacctaagtagctgacaccggccgacccacaccgectggecgatagtecctgtatecgcaaccgatgggcactataacgacttetecgaacegece
1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890

<AqulV >BplI

3 5 Ministerio de Agricultura,
Alimentacién y Medio
Ambiente



cgaatgggctgaccgecttecctegtgetttacggtatecgecgetececgattegecagegecategecttetategecttettgacgagttettetgageggga

N G L T A S S CVF T VS P L P I R S A S P S
R M 6 *# P L P R A L R Y R R S R F A A H R L L
E wADIRVFUL VL Y G I A A P D S Q R I A F Y

A F L T S S S E R D
P s * R vV L L S G T
R L. L. D E F F * A G

gcttacccgactggcgaaggagcacgaaatgccatagcggcgagggctaagegtecgegtagecggaagatagcggaagaactgctcaagaagactegecect

1910 1920 1930 1940 1950 1960

ctctggggtacgcgtaatacgactcactatagggtctagagaccggggacttatcagccaacctgtta

s G v R VI R L TTI G S R D R G L I S 0 P V X

L G Yy A *» Y D s L * G L E T G D L S A N L L

L w 6 T R N T T H Y R V *» R P G T Y Q P T C X

gagaccccatgcgcattatgctgagtgatatcccagatctetggeccctgaatagtecggttggacaat
2010 2020 2030 2040 2050 2060
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INSTERIO PARTER | EESCmIcEe:
DE AGRICULTURA, ALIMENTACION Y AMBIENTAL Y MEDIO NATURAL

5 MEDIO AMBIENTE
==

COMISION NACIONAL DE
BIOSEGURIDAD

NOTIFICACION DE PRIMER USO DE INSTALACIONES PARA REALIZAR ACTIVIDADES DE
UTILIZACION CONFINADA CON ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE

N° de Registro: N° de Notificacion:

|. RESPONSABLES DE LA INSTALACION

1) Entidad

Nombre: FACULTAD DE MEDICINA. UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID
Direccion postal: C/ Arzobispo Morcillo n° 4. Decanato. 28 029 (Madrid)

2) Representante legal de la entidad

Nombre y apellidos: NIF: Q2818013A

Cargo: Delegado del decano para Seguridad en la Facultad de Medicina Tel: 91 497 5303
Fax:

Correo electronico: secretario.medicina@uam.es

3) Responsable cientifico de la actividad

Nombre y apeliidos: INNEESESEEEEEEEE

Cargo: Profesora Titular de la Universidad

Correo electronico: mariaj.garcia@uam.es

4) Responsable de bioseguridad de la instalacion

Nombre y apellidos: NIF: Q2818013A

Cargo: Presidente del Comité de Etica de la Investigacion UAM
Tel:

Fax:

Correo electronico: comite.eticainvestigacion@uam.es

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

PLAZA DE SAN JUAN DE LA

CRUZ, SIN
28071 MADRID

TEL.: 91 597.59.08
FAX.: 91 534.05.82



6) Existencia de comités de bioseguridad y/o Comité de Seguridad y Salud:

No se considera obligatorio, pero si recomendable, la creacidn de un comité de seguridad bioldgica. En
este sentido, la Comision Nacional de Bioseguridad ha elaborado unas directrices para la creacion de un
Comité de Bioseguridad en los centros que trabajan con OMG (ver Anexo 4 de la Guia). Por otro lado, se
recuerda que debe constituirse un Comité de Seguridad y Salud en todas las empresas o centros de trabajo
gue cuenten con 50 o mas trabajadores, segun el articulo 38 de la Ley 31/1995, de 8 de noviembre, de
prevencion de riesgos laborales.

SI X NO []
En caso afirmativo, especificar funciones del Comité:
Articulo primero. Mision y Funciones del Comité

1.1. El Comité de Etica de la Investigacion de la Universidad Auténoma de Madrid (en lo
sucesivo, CEI-UAM o el Comité) tiene como misiéon promover un comportamiento ético en la
investigacion con el control del cumplimiento de las normas deontolégicas para sus diferentes
actividades, al objeto de evitar conductas inadecuadas y facilitar su correccion con diligencia,
asi como la evaluacion de los aspectos éticos de la investigacion realizada tanto con fines
cientificos como docentes, en especial la que implica a seres humanos o la utilizacién de
muestras de origen humano, la obtencién y el tratamiento de datos de caracter personal que
puedan afectar a los derechos fundamentales, la experimentacion animal y la utilizacién de
agentes bioldgicos u organismos modificados genéticamente, de conformidad con lo
establecido en la legislacion vigente.

Corresponden al Comité dentro de su d&mbito de competencia, las siguientes funciones:

a) Emitir los informes solicitados por instituciones e investigadores sobre proyectos o trabajos de in
vestigacion que impliquen estudios en seres humanos, utilizacién de sus datos personales o de
muestras bioldgicas de origen humano, experimentacion animal o empleo de agentes bioldgicos
u organismos genéticamente modificados.

b) Valorar cualquier otro proyecto de investigacion que pueda afectar de modo directo a los derech
os fundamentales de las personas, al bienestar de los animales y a los intereses vinculados a la
defensa y proteccién del medio ambiente.

c) Velar por el cumplimiento de las buenas practicas de investigacion y experimentacion, en relacion
con los derechos e intereses a los que se refiere el apartado anterior.

c) Elaborar informes para los érganos de gobierno de la Universidad sobre los problemas éticos
relacionados con los apartados anteriores que puedan suscitar la investigacion y la docencia.
e) Promover el debate en la comunidad universitaria sobre cuestiones bioéticas de interés general.

f) Difundir en la opinién puablica las implicaciones éticas de los avances cientificos y sus aplicaciones
y ofrecer la informacién precisa para comprender su alcance y sus posibles consecuencias.

g) Cualesquiera otras funciones que le atribuya la legislacion vigente.
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7) Debe sefialarse si se obtiene financiacion del Plan Estatal de Investigacion Cientifica y Técnica
y de Innovacién para el desarrollo de las actividades propuestas. Esta informacion es necesaria
para determinar si la instalacion se encuentra dentro del supuesto del articulo 3.2.b) de la Ley
9/2003 vy, por lo tanto, la competencia recae en la Administracion General del Estado.

SI X NO [

DATOS GENERALES DE LA INSTALACION

Debera acompariarse un plano de situacién, a escala 1:50.000 o similar, de forma que se identifique facilmente
su localizacién (urbana, suburbana o extraurbana).

1) Direccion de la Instalacion:

2) Localizacion: a) urbana X
b) suburbana ]
) extraurbana i) agricola ]
i) industrial ]

3) Descripcion:
a) Edificio aislado N° de Secciones []

]
b) Parte de un edificio X N° de Secciones 1
c) Conjunto de edificios [] N° de Secciones []

4) Especificar el numero de habitaciones de las que consta cada seccion, indicando la utilizacion de
cada una de ellas.

El laboratorio de nivel de contencién 3 se encuentra en la planta baja del edificio de la Facultad de
Medicina, en el Departamento de Medicina Preventiva, Salud Publica y Microbiologia, dentro del
laboratorio D12. Ver plano adjunto.
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Il. DESCRIPCION DE CADA UNA DE LAS SECCIONES DE LA INSTALACION
Cumplimentar una hoja por cada una de las secciones o departamentos interesados en la notificaciéon y las
adicionales que fueran necesarias.

1) Finalidad de la seccién o departamento:

a) Laboratorio de investigacion

b) Planta piloto o experimental

¢) Planta industrial

d) Tratamiento después del proceso
e) Otro, especificar

HNNe

2) La seccion o secciones forman parte de uno o mas departamentos a efectos administrativos:
SI [] NO x
En caso afirmativo, indicar a qué departamentos pertenecen y la finalidad de los mismos:
3) Nombre y formacién del responsable de la seccion:

Director del Departamento de Medicina Preventiva, Salud Publica y Microbiologia.
Fernando Rodriguez Artalejo. Catedratico de Universidad.

4) Descripcion de las dependencias dentro de cada seccion: laboratorios, cuartos de técnicas o
equipos, oficinas, etc.

Se adjuntara plano de dichas dependencias: seccién (es) o conjunto del edificio, a escala y con el
detalle suficiente que permita apreciar las circunstancias relevantes en cada caso para la evaluacion
de riesgos.

DEPENDENCIAS

El laboratorio de NIVEL DE CONTENCION 3 (P3) ha sido notificado al IRSST en noviembre de 2010 con
referencia 18/216905.9/10. El laboratorio P3 cumple las especificaciones del RD 664/1997.

El laboratorio cuenta con una superficie Util aproximada de 35 m2, organizadas segun la disposicion que
aparece en el plano:

- Vestuario limpio (4,5 m2)

- Exclusa de entrada (3 m2)

- Vestuario sucio (2 m2)

- Laboratorio de trabajo (16 m2)
- Zonatécnica (4 m2).

- Area de esterilizacién (5,4 m2)

Teniendo en cuenta el riesgo bioldgico potencial, el laboratorio se divide en:

Area convencional: Vestuario limpio
Exclusa de acceso
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Area biolégicamente activa: Vestuario sucio
Laboratorio de trabajo.
Area de esterilizacion
Zona técnica

En el limite entre ambas zonas se encuentran: la puerta que separa la exclusa de acceso del laboratorio
de trabajo; la puerta que separa el vestuario sucio del vestuario limpio.

Ademas, existen los siguientes dispositivos de seguridad que permiten la comunicacion segura entre
ambas zonas y con el exterior:

- SAS bioldgico para paso de pequefio material (entre el area de esterilizacion y la antesala).

- El laboratorio cuenta con ordenador conectado a la red, para poder recibir y transferir datos y
documentos.

V. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD

1) Objetivo de la actividad:
Para actividades tipo 2, 3y 4, en la que ya se haya presentado un Formulario Tipo A, es suficiente un listado
de las actividades que se van a realizar.

Dentro de los ambitos de la investigaciéon en el campo de la Biologia Molecular, el laboratorio objeto de esta
solicitud esta disefiado para el cultivo y amplificacion a pequefia escala de Mycobacterium tuberculosis (agentes
bioldgicos de nivel 3 (RD 664/1997)).

2) Clasificacion de la actividad

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

Tipol [
Tipo2 [
Tipo 3 X

Tipo 4 []

3) Descripcion de las operaciones:

3.1. Microorganismos:

a) escala experimental X Volumen méaximo: 50 ml / ensayo
b) escala prueba piloto ] Volumen maximo:
c) escala industrial [] Volumen méaximo:
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3.2. NUmero de Plantas:

3.3. NUmero de Animales:

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

Minimo, duracion de los proyectos de investigacion (3 afios).

5) Tipo de proceso bioldgico, para el caso de microorganismos modificados genéticamente:

a) Cultivo continuo en fermentador []
b) Cultivo discontinuo en fermentador []
c) Otros X

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

OMG recA de M. tuberculosis y OMG whiB3 de M. tuberculosis. Los OMGs se adquieren
comercialmente, para mas informacion, visitar la pagina TARGET
http://webhost.nts.jhu.edu/target/Default.aspx

7) Informacion sobre el transporte de los OMG en el caso de que provengan de, o se destinen a
otros centros o instalaciones, asi como descripcion de las medidas adoptadas durante el mismo en
virtud de la legislacion aplicable! (tipo de transporte, manejo y embalaje, documentacién de
acompafamiento e identificacion o/y etiquetado).

Los OMG objeto de esta autorizacion van a ser utilizados exclusivamente dentro de las instalaciones
de nivel 3 de contencidn biolégica y no van a ser transportados fuera

! Legislacion vigente que afecta al transporte de OMG:

e 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. EI 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&Ig=1
)

e 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 diagndstico.
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V. MEDIDAS DE CONFINAMIENTO Y OTRAS MEDIDAS DE PROTECCION APLICADAS

El objetivo de este apartado es la descripcion completa de las condiciones de la instalacion, con objeto de
que la Comision Nacional de Bioseguridad pueda evaluar si se garantiza el grado de confinamiento exigido
por la legislacion (ver anexo 3 de la Guia, que recoge el anexo Il del Real Decreto 178/2004).

Si procede, se cumplimentard una hoja por cada una de las distintas secciones o departamentos
interesados en la notificacion. En ninglin caso se aceptara que en un mismo formulario Parte B se incluyan
distintos niveles de confinamiento.

I.- LABORATORIOS

Si NO
El laboratorio se encuentra separado de otras zonas del mismo edificio X
El laboratorio se encuentra en un edificio independiente X
El laboratorio es hermético, permitiendo que se fumigue X
Existencia de una entrada y salida independientes X
Mobiliario y equipos Si NO
Superficies resistentes a agentes de descontaminacion y de facil limpieza X
Acceso al laboratorio a través de una esclusa X
Presion negativa respecto a la presién del medio ambiente inmediato X
Aire de entrada y de salida del laboratorio tratado con filtros HEPA X

Filtros terminales H14 en
cada una de las salas.
Segundo sistema de

e Indicar el tipo de filtro HEPA: filtracion bag in bag out
(sala técnica) con filtros
H13
Cabina de seguridad biolégica X

e Indicar el tipo y localizacion de la/s cabinas de seguridad biologica:
2 cabinas de flujo laminar
clase IIA de marca Tdl

Autoclave X
e Indicar la localizacién del autoclave (dentro del edificio; dentro del
laboratorio, en otra dependencia de la instalacion) Autoclave dentro de la

sala de esterilizacion.

Normas de trabajo Sl NO
Acceso restringido X
e ;Cbmo se restringe el acceso? (e]. entrada mediante tarjeta del
personal autorizado) Cadigo de entrada al
laboratorio
Sefializacidn de peligro biolégico en la puerta X
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Sefializacion de peligro bioldgico en el equipamiento que aloja material

biologico X
Medidas especificas para evitar la formacion y difusion de aerosoles X
Indumentaria de proteccion X

¢ Indicar qué indumentaria de proteccion y EPIs se utilizan

Bata de un solo uso,
calzas y gorro de un solo
uso, guantes y mascarilla
FFP3 (para hacer frente

a accidentes e
incidentes)

Lavado de la ropa de trabajo

¢ Indicar quien es responsable del lavado de la ropa de trabajo (empresa
gestora; en la propia instalacién)

La ropa de trabajo es de
un solo uso. Se retira

como residuo

biopeligroso.

Espacio especifico para la ropa de trabajo (percheros; taquillas) X
Cambio de ropa y calzado antes de entrar y salir de la instalacion X
El personal esté obligado a ducharse antes de abandonar la zona controlada X
Control eficaz de roedores e insectos X
Residuos Si NO
Inactivacion de los OMG en el material contaminado y en los residuos X
Inactivacion de los OMG en los efluentes de los lavabos, desaglies, duchas o X
efluentes similares Biowaste
Otras medidas Si NO
Material para la recogida de posibles vertidos (vermiculita; papel absorbente)
disponible en la zona de trabajo X
Almacenamiento de material fungible y reactivos en el propio laboratorio X
Ventana de observacion o similar para ver a los ocupantes X
Il.- INVERNADEROS Y SEMILLERQOS

Si NO
Invernaderos: estructura permanente
La pendiente permite evitar la entrada de la escorrentia de aguas superficiales
Puertas de cierre automético.
Equipo Si NO
Entrada a través de una esclusa con dos puertas con cerradura dependiente
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Control y gestiéon de aguas contaminadas

Normas de trabajo Sl NO

Medidas para controlar las especies no deseadas (insectos y otros artropodos,
roedores, etc.)

Procedimientos para evitar la diseminacién de OMG durante el transporte de
material vivo entre el invernadero o semillero, la estructura protectora y el
laboratorio

lll.- UNIDADES DE ANIMALES

Sl NO

Aislamiento en la unidad de animales (1)

Locales de animales (2) separados mediante puertas bloqueables

Locales de animales disefiados para la descontaminacién: material
impermeable y facil de lavar

Suelo y paredes faciles de lavar

Confinamiento de los animales en receptaculos adecuados como jaulas,
corrales o cajas

Filtros en las cajas de aislamiento o habitaciones aisladas

¢ Indiquese los métodos de control de posibles escapes que se emplean:

(1) Unidad de animales: edificios 0 zonas separadas de un edificio que disponga de locales y otras zonas
como vestuarios, duchas, autoclaves, almacén de alimentos, etc.

(2) Locales de animales: locales que habitualmente se empleen para alojar animales de reserva, cria o
experimentacién o para realizar pequefas intervenciones quirdrgicas.

IV.- OTRAS ACTIVIDADES
Si NO
Los organismos viables deben mantenerse en un sistema que separe el
proceso del entorno (sistema cerrado)
Control de los gases de escape del sistema cerrado
Control de aerosoles durante la toma de muestras, la introduccion de material
en un sistema cerrado o la transferencia de material a otro sistema cerrado
Inactivacion del liquido de cultivo en masa antes de extraerlo del sistema
cerrado
Sistemas de cierre disefiados para minimizar o evitar la liberacion
Zona controlada con capacidad para contener el vertido de todo el contenido
del sistema cerrado
Zona controlada hermética para fumigacién
Equipo Sl NO
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Entrada a través de esclusa

Superficies resistentes a &cidos, alcalis, disolventes, desinfectantes y agentes
de descontaminacion, y de facil limpieza

Medidas especificas para ventilar adecuadamente la zona controlada y de este
modo minimizar la contaminacién atmosférica

Zona controlada con presién negativa respecto a la presion circundante

Tratamiento del aire de salida y entrada de la zona filtrado con filtros HEPA

Normas de trabajo

Sl

NO

Sistemas cerrados situados en una zona controlada

Acceso restringido exclusivamente al personal autorizado

Obligacién de indicar el peligro bioldgico

El personal debera ducharse antes de abandonar la zona controlada

Indumentaria de proteccion para el personal

Residuos

NO

Inactivacion de los OMG en los efluentes de lavabos y duchas o efluentes
similares

Inactivacion de los OMG en el material contaminado y los residuos, incluidos
los OMG presentes en el efluente de trabajo antes del vertido final

1) Adjuntar documentacion relativa a protocolos de uso, validacion y revision periddica de equipos e

instalaciones.

Las cabinas de seguridad biol6gica son revisadas anualmente por una empresa especializada.

Ver documentos Anexo

2) Indicar que otras normas internas (PNT) se aplican, tanto a la instalacion como a la actividad o
actividades que se desarrollan (exposicién a agentes bioldgicos, experimentacion con animales,

gestion y eliminacion de residuos, etc.)

Se adjunta Manual de Bioseguridad de la instalacién
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VI. PLANES DE EMERGENCIA
Se debera cumplimentar para todos los casos excepto para operaciones de utilizacién confinada de Tipo 1.

1) Informacion sobre prevencion de accidentes y planes de actuacion en situaciones de
emergencia.

Ver Manual de Bioseguridad del laboratorio. Paginas 35-39

2) Para instalaciones en las que se vayan a llevar a cabo operaciones de utilizacion confinada de
tipo 3 y 4, debera adjuntarse ademas la siguiente informacion:

a) Riesgos especificos y potenciales debidos al emplazamiento.

El laboratorio P3 se encuentra en la Facultad de Medicina de la UAM. Al tratarse de un centro
docente, por lo que un riesgo importante es el de controlar el acceso a las instalaciones P3. Este control de
acceso se realiza mediante codigo secreto y llave en la puerta de entrada al recinto (entrada desde la
antesala). A partir de este punto todas las puertas del laboratorio tienen un sistema de enclavamiento
secuencial, de manera que en todo momento se impide el contacto aéreo directo entre la zona
biolbgicamente activa y la zona convencional y de esta con el exterior.

b) Medidas preventivas aplicadas, tales como equipos de seguridad, sistemas de alarma y
métodos de confinamiento.

La climatizacion del laboratorio se realizara por una unidad de tratamiento de aire Unica para frio y
calor.

El sistema de climatizacion se ha instalado en las conducciones de aire tratado justo antes de la
filtracion, con una potencia frigorifica de 7000 frigorias y su equivalente en bomba de calor. El
desaglie del sistema de climatizacion interno va al depésito de tratamiento de efluentes
contaminados, con una maquina motocondensadora a ubicar en el exterior adyacente al laboratorio
(patio inglés).

La distribucién de agua fria a la unidad climatizadora se realizara mediante un Gnico grupo hidraulico
de bombeo. Se instalara un depdsito de inercia que evite los arranques y paradas continuas de los
compresores.

En todos los circuitos hay instalados elementos precisos para el correcto funcionamiento y
mantenimiento de la instalacion, como termdmetros, mandémetros e interruptores de flujo.

Hay instalados purgadores de aire en los puntos altos de la instalacion y llaves de vaciado en los
puntos bajos.

Extraccion del aire

Existen filtros terminales H14 en cada una de las salas, siendo su tamafio proporcional al tamarfio de
la sala. Esto evita la salida de la contaminacion de las conducciones. Antes de la caja de extraccion
se ha colocado un segundo sistema de filtracion bag in bag out (en la sala técnica) con filtros H13
para facilitar una segunda filtracion de aire y permitir el cambio de los filtros interiores sin perder las
condiciones de esterilidad a la salida. En las conducciones de extraccion hay instalados sistemas de
valvulas controladas electronicamente que permiten aislar cada una de las salas en el momento de
la esterilizacion.

El aire estéril extraido es eliminado en su totalidad al exterior.
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Existe un extractor de reserva que se pondra en marcha cuando la pérdida de carga debida a los
filtros instalados en extraccion supere un valor umbral preestablecido. Al mismo tiempo, se
encendera un piloto de alarma de mal funcionamiento en el cajén de filtracion.

Impulsién de aire

El aire de impulsion se toma del exterior haciéndolo pasar por la unidad de climatizacion interna,
siendo conducido hasta las salas y filtrado mediante filtros terminales H 13 en cada una de las salas.
Previamente el aire es prefiltrado mediante prefiltros G4 y G8.

Este sistema mantiene las presiones negativas indicadas en la tabla expresada mas adelante.

En el conducto general de impulsion se ha instalado un filtro absoluto con clasificacién H-13 para
conseguir condiciones de sala limpia dentro del laboratorio P3.

Las conducciones de impulsion y retorno, estaran construidos en chapa de acero galvanizado. Estas
conducciones estaran provistas de puertas de inspeccioén herméticas.

Los motores de impulsion y extraccion estan enclavados electronicamente de modo que, ante
cualquier problema en el motor de extraccion, el de impulsion se pare.

El sistema contara con procedimientos de deteccién de anomalias en la depresion y su indicacién
mediante alarmas visuales y sonoras tanto dentro como fuera del laboratorio de bioseguridad.

Gradiente de presiones negativas

Para evitar posibles escapes de aire contaminado, asi como contaminaciones cruzadas entre las
diferentes estancias se establece un gradiente negativo de presiones diferenciadas adecuado. La
presibn mas baja se da en la sala técnica, seguida del laboratorio de trabajo y sala de esterilizacion
(salas con la misma presion), siendo menor que en la esclusa de entrada y en el vestuario sucio
(salas con la misma presién) y finalmente es positiva en el vestuario limpio.

Los valores indicados a continuacion son relativos al exterior:
- Vestuario limpio +15Pa.

- Esclusa de entrada y vestuario sucio -15Pa

- Laboratorio de trabajo y sala de esterilizacion —25Pa.

- Salatécnica -35Pa.

El control de dicho gradiente se realiza mediante mandémetros diferenciales existentes en las
dependencias del laboratorio y los existentes en el cajon de filtracion.

Hay instalados indicadores de presion de las diferentes salas en el exterior, asi como pilotos de alarma
(6ptico/acustica) que advierten de una posible igualacion de presiones con el exterior.

EFLUENTES LIQUIDOS

Dentro del laboratorio P3 no existe conexién con la red de alcantarillado (pilas, grifos, etc.) con

excepcion de la posible conexion de salida del Biowaste explicada mas adelante.

Los residuos liquidos provenientes de las actividades de investigacion, medios de cultivo,

sobrenadantes, etc. seran tratados conforme al DECRETO 83/1999, de 3 de junio, por el que se regulan

las actividades de produccion y de gestion de los residuos biosanitarios y citotoxicos en la Comunidad
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de Madrid. El procedimiento que esta detallado en el manual de bioseguridad del laboratorio incluye
autoclavado seguido de esterilizacion externa en el SAS de muestras.

En el interior del laboratorio de trabajo (ver plano), hay un lavabo con una fuente lavaojos accionada por
pie a utilizar Unicamente en casos de emergencia. Desde aqui se ha instalado una conduccién de
desagle a un tanque de 100 litros de almacenamiento y tratamiento quimico de liquidos antes de su
vertido a la red de efluentes generales (sistema biowaste).

Este sistema es una unidad autbnoma con los siguientes componentes:

- Tanque de almacenamiento y tratamiento de 100 litros.

- Unidades de dosificacion de agentes quimicos.

- Bombas de trasiego

- Cuadro de control local

El tanque esta ubicado en un bastidor autoportante y se debe posibilitar el vaciado periédico del mismo.

INSTRUMENTOS PARA INACTIVACION BIOLOGICA Y ESTERILIZACION
A- Autoclave

Situado en la sala de esterilizacion, es de la marca Matachana, modelo 80LR-1-SM con capacidad de
83 litros, con interior cilindrico y dimensiones de la camara 40cm diametro x 66,5 cm de profundo.
Posee dispositivo de seguridad de apertura de puerta y generador de vapor propio.

B- SAS Biologico de muestras

Existe un SAS bioldgico (TDI, modelo SAS404050V) para el paso de materiales, que permita una
neutralizacion biolégica en superficie de elementos biocontaminados.

Este equipo tiene unas dimensiones exteriores de 780x550x550 mm y unas dimensiones interiores de
450x500x500 mm.

Es SAS es un mueble de forma prismatica con acabado final en acero inoxidable pulido, con puertas de
acceso enclavadas al interior del mismo. Tiene un disefio estanco entre salas y entre cada sala y la
camara interna.

El aparato posee dos puertas con ventana con junta perimetral y un sistema de enclavamientos
electromagnéticos, que impidan la apertura de una puerta cuando la otra se encuentre abierta,
manteniendo asimismo las puertas cerradas durante los ciclos de ventilacion. Ademas, tienen dos
paneles de mando idénticos en ambos lados del SAS.

El SAS esta dotado de un doble sistema de purificacion: flujo horizontal transversal de aire estéril e
irradiacion ultravioleta. Ambos sistemas pueden ser usados de forma conjunta.

Los paneles de mando constan de los siguientes elementos:
- Pulsador de apertura de puertas

- Testigo indicador de puertas

- Interruptor/cronémetro de la ventilacion estéril

- Interruptor/cronémetro de radiacion ultravioleta

Los tiempos de trabajo seran ajustables mediante un teclado programable. Para la esterilizacién total de
las micobacterias, se utilizan tiempos mas prolongados que para otras bacterias, siendo de 40-50
minutos.
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El equipo tiene un sistema de tratamiento de aire que permita la descontaminacién del mismo antes de
gue salga al exterior. Disponiendo de un ventilador de impulsién y otro de extraccion. El aire impulsado
al interior del SAS es previamente filtrado por un prefiltro para ser posteriormente filtrado por un filtro
HEPA antes de su entrada en la camara.

El aire del interior del SAS se extrae por la parte inferior y es conducido a través de un filtro HEPA con el
fin de que esté descontaminado antes de llegar al ventilador de extraccion.

SISTEMAS DE DETECCION Y EXTINCION DE INCEDIOS. ALARMA Y EVACUACION.

Extincion de incendios
Existen dos extintores portatiles de CO2 con una carga de 5 Kg. Estos extintores se han colocado en
soportes sefalizados en la sala del laboratorio.

Alarma y deteccion.

El laboratorio cuenta con detectores de incendio en la sala técnica y en el laboratorio, y un pulsador de
emergencia colocado cerca de la puerta de salida a la antesala desde el vestuario limpio. Estos
elementos van conectados a la central de alarma Notifier ID 3000 del edificio de Decanato (sala de
Vigilancia).

Alumbrado de emergencia y evacuacion.

Se ha instalado alumbrado de emergencia que garantiza una iluminacién de 1 lux como minimo, en el
nivel del suelo de los recorridos de evacuacion.

Esta formado por equipos incandescentes autonomos (1 h) de sefializacion y emergencia.

c) Procedimientos y planes de comprobacién de la eficacia permanente de las medidas de
confinamiento.

El sistema cuenta con una alarma visual y sonora que avisa de anomalias en el sistema de depresion.

c) Descripcién de la informacion suministrada a los trabajadores.

Los requisitos para ser autorizado como usuario del laboratorio P-3 son:

e Solicitar la autorizacién a la Comision de Bioseguridad del laboratorio P3 con el informe del jefe de
linea/laboratorio. Remitir un informe de la experimentacion a realizar al Jefe del laboratorio P3. Se
dard la autorizacion después de asegurar que conoce todos los procedimientos y que se ha estado
20 horas de entrenamiento bajo la ensefanza y responsabilidad de otro “usuario autorizado”.

e Someterse a los reconocimientos médicos previos y periodicos que dicte la legislacion. S6lo podran
obtener autorizacion aquellos usuarios que den Apto en el reconocimiento meédico realizado por el
Servicio de Salud Laboral de la Universidad.

e Leer el manual de bioseguridad P3.

e Realizar una entrevista con el Jefe del laboratorio P3 donde se dara una explicacion especifica de
todos los procedimientos del laboratorio.
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¢ Rellenar el impreso especifico de solicitud de autorizacion para utilizacién del P3.

e Seguir durante 20 horas el entrenamiento especifico, cuyo responsable es otro usuario autorizado
del P3 (o el propio jefe del laboratorio). Durante esta fase del entrenamiento inicial, el usuario debe
estar acompafado por otro usuario autorizado en todos los procedimientos que se realicen. En
dicho entrenamiento, el usuario obtendra informacién y aprendera todos los procedimientos que se
deben llevar a cabo, el riesgo potencial de los agentes bioldgicos utilizados y los planes de
emergencia a seguir en caso de accidente o incidente.

Después de estos requisitos se le autorizara como “Usuario P3”, debiendo asegurar que:
¢ Asumira la responsabilidad de seguir todos los procedimientos y las normas establecidas.

e Comunicara al Jefe del Laboratorio P3 cualquier problema relacionado con los procedimientos o
equipos que puedan dar lugar a riesgos bioldgicos.

e Utilizard exclusivamente los agentes biol6gicos previamente autorizados por la Comision de
Bioseguridad P3 y los protocolos aprobados.

e Comunicard cualquier incidente o exposicion a agentes biolégicos, al Jefe del laboratorio P3, a la
Comision de Bioseguridad y al Servicio de Prevencion.

e Acudira a los seminarios especificos sobre bioseguridad y participard en el entrenamiento y
formacion de nuevos usuarios.

e Comunicara cualquier infraccion o problema observado en la utilizacion del laboratorio P3, asi como
cualquier sugerencia para mejorar la seguridad en la utilizaciéon de dicho laboratorio.

e La Comision de Bioseguridad P3 y/o el Jefe del Laboratorio P3 podra desautorizar la utilizacion del
laboratorio P3 a cualquier usuario que no cumpla las normas de utilizacion.

e Los usuarios son responsables de la limpieza y orden del laboratorio. Al terminar la utilizacion del
mismo, y periédicamente se responsabilizaran de eliminar residuos bioldgicos, todos los cultivos,
medios, muestras, congelados fuera de uso, etc. Se informara al Jefe del laboratorio P-3 para hacer
una revision de que todo el material ha sido eliminado correctamente y al jefe de linea/laboratorio,
gue es el responsable de que el personal a su cargo conozca dicha norma.

d) Informacién necesaria para que la autoridad competente pueda evaluar los planes de
respuesta en situacion de emergencia elaborados de conformidad con el articulo 14 de la
Directiva 98/81/CE.

Procedimientos de Emergencia y Evacuacion

A continuacion se describen los procedimientos de emergencia y evacuacion especificos del laboratorio
P3 y que son acordes con el nivel de riesgo bioldgico.
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Existe un Plan de Emergencia especifico para el laboratorio P3. Este Plan de Emergencia esta a su vez
englobado y forma parte del Plan de Emergencia general de la Facultad de Medicina, por lo que los
usuarios del laboratorio deben conocer ambos protocolos y en el caso de una Emergencia General de la
Facultad abandonar el laboratorio P3 y actuar siguiendo las recomendaciones del Plan de Emergencia y
Evacuacion de la Facultad.

En el laboratorio P3 figurard y seréa conocido por todos los usuarios autorizados, el plan establecido y las
formas de actuacion, las sefiales de evacuacion (acustica y luminosa), asi como los teléfonos de
emergencia y de las personas a contactar segun el tipo de accidente (ver anexo 6).

ORGANIZACION
A- LINEA DE AUTORIDAD

- Decano de la Facultad de Medicina o Vicedecano/a de Investigacion o persona en la que Delegue
(vicedecano/a de Investigacion que a su vez es Presidente de la Comision de Seguridad Biologica).

- Jefe/a del Laboratorio P3.

- Personal adscrito al Servicio de Prevencion de Riesgos Laborales de la UAM.

B- ORGANIZACION

El jefe/a del laboratorio P3 sera responsable de que se mantengan las condiciones de contencién
primaria y secundaria, asi como de que el personal expuesto esté formado y cumpla el reglamento de
Funcionamiento de éste con objeto de que se reduzca la probabilidad de produccién de accidentes o
incidentes y el riesgo sea admisible.

El Servicio de Prevencion de Riesgos Laborales de la UAM formara al personal sobre los medios
portatiles y fijos de extincion de incendios, telefonia de emergencia, sistemas de alarma, vias y medios
de evacuacion, etc.
Asi mismo, el Servicio de Prevencion se encargara de gestionar el mantenimiento de los medios y
sistemas indicados.

El Servicio de Salud Laboral de la Universidad realizar4 los reconocimientos médicos especificos
(iniciales y periddicos) del personal de la UAM que trabaje en el laboratorio P3.

Asi mismo, gestionara en caso de emergencia la asistencia médica (a través de la Mutua de Accidentes
de Trabajo si fuera el caso) de estos trabajadores.

TIPOS DE SUCESOS
Distinguimos tres tipos de sucesos:

-Incidente: Situacién en la que el riesgo aumenta ligeramente para el personal implicado, pero no para el
resto del personal usuario del laboratorio (ej.: pequefios derrames de sustancias biologicas). No se
producen dafos a personas ni a equipos.
Estas situaciones pueden ser resueltas sin problemas por personal del laboratorio P3. Deben
comunicarse al Jefe de laboratorio P3 y deben ser informadas (parte de accidentes e incidentes) al
Servicio de Prevencion de la Universidad.
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-Accidente: Situacién en la que el riesgo aumenta significativamente para el personal implicado y
moderadamente para el resto del laboratorio (ej.. escape de aerosoles infecciosos, rotura de la
hermeticidad de los sistemas de contencion, pequefio conato de incendio). Se pueden producir dafios a
personas 0 a cosas. Se requiere la actuacion de personal externo del laboratorio (ej. Servicio de Salud
Laboral, Servicio de Mantenimiento, etc.).

Los accidentes deben ser comunicados ademas de al Jefe del Laboratorio P3, Comision de
Bioseguridad P3 y al Servicio de Prevencion (parte de accidentes e incidentes).

-Emergencia: Situacion en la que se produce el fallo de la totalidad o parte de los sistemas de
contencién y aumenta el riesgo para todo el personal del laboratorio e inclusive de zonas cercanas (ej:
incendio, inundacién, etc.). En estas situaciones se necesita la actuacion de los servicios de emergencia
exteriores en coordinacién con los servicios de emergencia interiores (servicio salud laboral, servicio
seguridad, servicio mantenimiento, servicio de prevencion etc.). Normalmente debe evacuarse el
laboratorio.

Procedimientos de actuacion

En los incidentes o accidentes que impliqguen la contaminacién biol6gica y quimica de superficies y
materiales y en aquellos accidentes que impliquen la posible contaminacion del personal expuesto por
inhalacién de aerosoles, absorcion a través de la piel o mucosas o inoculacion se seguiran las
siguientes normas generales ademas de las indicadas especificamente para cada tipo de suceso
previsible.

a) Todos los usuarios del laboratorio P3 deberan conocer el modo de actuacion y la situacion y
correcta utilizacion de los diferentes medios, instrumentacion y equipos de proteccion a utilizar
en cada tipo de accidente o incidente.

b) Cualquier accidente, incidente o emergencia debe ser comunicado al Jefe/a del laboratorio P3 'y
al Servicio de Prevencién de Riesgos Laborales.

c) El Servicio de Prevencién de Riesgos Laborales mantendra un registro de incidentes y
accidentes e informara a las autoridades competentes si fuera necesario.

PROCEDIMIENTOS DE EMERGENCIAS Y PRIMEROS AUXILIOS

Contaminacion de superficies, equipos y accidentes personales.

Ante cualquier derrame de material biolégico contaminado, el primer paso es proceder inmediatamente
a su limpieza, teniendo cuidado en todo momento de evitar una contaminaciéon personal.

Los pasos a seguir son:

- Avisar mediante teléfono al Jefe del laboratorio P3 (Maria Jesus Garcia Garcia).

- Sefializar la zona contaminada y comunicarlo al resto de personal. Prevenir exposicion por
inhalacién de aerosoles (hacer uso de mascara de nivel de proteccion P3) y cerrar las puertas.

- Alfinalizar la descontaminacion rellenar un parte de accidente/incidente y comunicarselo al Servicio
de Prevencion de Riesgos Laborales (ver pagina web del servicio o llamar al 4008)

Incidente por contaminacién de superficies y materiales en condiciones de bajo riesgo.

Si el vertido se produce dentro de recintos de contencion (ej: cabina de seguridad bioldgica) o bien fuera
de ellos pero el riesgo se considera muy bajo al tratarse de pequefios derrames de muestras bioldgicas
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en las que el agente se encuentra en baja concentracibn y no es aerdfilo, el propio usuario
descontaminard inmediatamente la superficie siguiendo estas pautas de actuacion:

1° Ponerse prendas de proteccion personal (bata, doble guantes, calzas, pantalla de proteccién facial,
mascarilla P3)

Utilizar frascos de desinfectante, pinzas, papel desechable, bolsas y contenedores especificos para
residuos biosanitarios especiales (contenedores de polipropileno).

2° Retirar con pinzas los vidrio rotos, evitando la formacién de aerosoles cubrir el derrame con papel
desechable o papel absorbente.

3° Afadir desinfectante encima del derrame y del papel desechable y dejarlo actuar al menos 20
minutos.

4° El material roto y los papeles desechables se eliminaran en los contenedores apropiados para
material contaminado.

5° Antes de proceder al cambio de ropa, tratarse las manos y cualquier zona expuesta con
desinfectante.

- En caso de sospecha de salpicadura a los ojos, lavar con la fuente lavaojos al menos durante 15
minutos.

- En el vestuario sucio, eliminar los guantes, las calzas, la pantalla de proteccion facial y la mascarilla
P3 en los contenedores adecuados. Quitarse la ropa presumiblemente contaminada y desecharla a
los recipientes de ropa contaminada. Tratarse las manos con antiséptico y pasar al vestuario limpio,
donde nos colocaremos nuestra ropa.

- Cerrar herméticamente los contenedores de residuos biosanitarios y sacarlos del laboratorio P3
como se especifica en el apartado 7 de este manual.

3.1.2. Incidente por contaminacién de superficies y materiales en condiciones de alto riesgo bioldgico:

Esta situacion altamente improbable se puede producir cuando muestras biologicas en las que el agente
patégeno se encuentra en alta concentracion o es aerofilo (p.e. mycobacterium) se derraman fuera de
un recinto de contencion.

En estos casos se avisard inmediatamente por teléfono al Jefe del Laboratorio P3 y se colocara un
cartel en la puerta de entrada del vestuario limpio de “NO ENTRAR BIORRIESGO CONTAMINADO”,
mientras se procede a la descontaminacion.

La descontaminacion la efectuaran los usuarios que se encuentren en el laboratorio en ese momento y
se realizara con equipos de proteccion especiales para emergencias.
Estos equipos consisten en:

- Méascaras faciales panoramicas de alta proteccion equipadas con cartuchos de filtracion tipo P3 de
alta eficiencia para particulas y monos desechables Tyvek Proterch “C” de alta proteccién (tejido
reforzado, costuras termoselladas y cierres de seguridad) provistos de capuchas y calzas soldadas
al mono.

Este equipamiento de proteccion se encontrard perfectamente sefializado en el armario de
seguridad situado en la sala técnica y en la antesala (al menos 2 juegos en cada armario).
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La descontaminacion se realizara tal y como se describe para el apartado anterior de bajo riesgo,
salvo que, al finalizar la retirada del vertido se procederd a la esterilizacion de la dependencia
mediante la nebulizacion de un agente germicida de amplio espectro (para lo cual se utilizar4 un
nebulizador automatico que opera en ausencia de trabajadores).

La salida del laboratorio se efectuard siguiendo el recorrido habitual (vestuario sucio). No se
efectuara pulsando las setas de salida de emergencia para no romper las diferencias de presiones
gue aseguran gue la contaminacién no escapa al exterior.

3.2. Medidas a tomar en caso de contaminacion personal.

La contaminacién por agentes infecciosos puede ocurrir por varias vias:

A través del aparato respiratorio. Esta via es la mas frecuente en el caso de Mycobacterium
tuberculosis.

A través de la piel o de las mucosas. Esta penetracion se ve muy favorecida si el estado de
integridad de la piel es deficiente, existiendo cortes y heridas.

A través del aparato digestivo, por una inadecuada limpieza de las manos, onicofagia, consumo de
bebidas y comidas (caramelos, chicle).

A través de la via parenteral, generalmente de forma accidental, por pinchazos, cortes o punciones
de material cortante.

Todas las personas que tengan cualquier tipo de lesién, heridas abiertas, etc. no podran trabajar en el
laboratorio, a no ser que puedan ser totalmente protegidas de la posible exposicion.

Cuando se produzca una contaminacion externa se procedera de la siguiente manera:

¢ Quitarse las prendas contaminadas.

e Lavado (en la pila del laboratorio P3) de manos y de la zona afectada con agua tibia y
desinfectante. Tener cuidado para no lesionar la piel al frotar. Insistir en ufias, espacios
interdigitales, pliegues, arrugas, etc.

e En caso de contaminacién en la cara se mantendra siempre cerrados los ojos y la boca.

Descontaminacion especifica de otras partes del cuerpo:

e Ojos. Utilizar la ducha lavaojos durante 15 minutos.

e Boca. Enjuagar con oraldine diluido 1/10 o en su defecto con agua con sal procurando no tragar
nada.

e Oidos. Lavar con abundante agua.

Inmediatamente después de proceder a la descontaminacion comunicar el accidente a la Jefa del
laboratorio P3 (Prof. Maria Jesus Garcia Garcia), quién asesorara sobre los pasos a seguir con la
persona afectada (asesoramiento médico, traslado a centro médico, etc.).

Ademas, se rellenara un parte de accidentes/incidentes que sera enviado al Servicio de Prevencion de
Riesgos Laborales (Ext: 4008, e-mail: servicio.prevencion@uam.es)

3.3. Accidente por pérdida de contencion en el sistema de tratamiento de efluentes liquidos.

A parte de las situaciones de mal funcionamiento o saturacion del sistema que no implican riesgo
personal, y para las cuales la planta tiene suficientes medidas de seguridad y se han protocolizado
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procedimientos de actuacién, con bajisima probabilidad se podrian producir situaciones que impliquen la
pérdida de contencion del sistema por la rotura del tanque del Biowaste, de las conducciones o de los
filtros.

Las nhormas a seguir seran las siguientes:

- El personal abandonaré la dependencia siguiendo el circuito habitual (nunca accionando las setas
de emergencia para romper en lo minimo la contencion del laboratorio) cerrando la puerta e
impidiendo el acceso a la dependencia o zona.

- Se realizard una parada preventiva del laboratorio P3 (accionando los autométicos desde el cuadro
gue hay en la antesala del P3)

- El Jefe del laboratorio P3 sera avisado inmediatamente y se le indicaran las circunstancias del
accidente. El personal afectado permanecera en la antesala y seguira las indicaciones del Jefe del
Laboratorio P3 en lo respectivo a descontaminacion personal, asistencia a servicios sanitarios, etc.

- Tras la retirada del vertido y el control de la situacibn de emergencia, se procedera a la
descontaminacion y esterilizacion del laboratorio mediante el uso de fumigadores automaticos que
operan en ausencia de trabajadores.

Los equipos de proteccion personal utilizados en este caso seran los mismos que los recomendados
para accidentes de alto riesgo biolégico (mascara completa, mono tyvek, guantes, etc.).

4. PLAN DE EMERGENCIA Y EVACUACION

La probabilidad de un conato de incendio y mas aun de un incendio generalizado se considera muy baja
debido a las caracteristicas constructivas del laboratorio y del edificio, a los sistemas de deteccion y
alarma instaladas (conectados con la central de alarma de la sala de vigilancia del decanato) y a que en
el laboratorio no se podran almacenar sustancias inflamables.

El laboratorio dispone ademas de dos extintores de polvo ABC eficacia 21A113B.

Por otra parte, la Facultad de Medicina dispone de un Plan de Autoproteccion, encontrandose el
personal de la Facultad informado y formado en relacion a las pautas a seguir en caso de emergencia y
realizandose simulacros de evacuacién periodicos.

El parque de Bomberos IX del Ayuntamiento de Madrid que cubre la zona de Fuencarral- El Pardo se
encuentra situado muy préoximo (Avenida Monforte de Lemos, s/n. 28029 Madrid) a la Facultad de
Medicina de la UAM. Este parque, dispone de equipo de proteccion especial para radiactivos, quimicos
y bioldgicos.

4.1. Conato de incendio
En la actuaciéon ante un conato de incendio se seguira las siguientes normas:

- El personal usuario del laboratorio P3, serd el responsable de sofocar el conato, utilizando los
extintores portétiles que hay en la sala de maquinas y en el laboratorio.

Antes de utilizar los extintores rompera el pulsador de alarma de la sala del laboratorio de manera
gue queden alertados el resto de ocupantes del edificio.

Al activarse el pulsador y/o los detectores de incendio del laboratorio P3 la alarma sera recibida en
la central de Alarma sita en el cuarto de vigilancia exterior. Los vigilantes exteriores acudiran al
laboratorio (de dos en dos si es posible) para verificar la alarma y colaborar en las tareas de
extincion del conato si fuera necesario.
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- Si se dispara un detector de incendios encontrandose el laboratorio vacio, la sefial ser& recibida en
la sala de los vigilantes de seguridad exterior quienes acudiran al lugar de la incidencia para verificar
si se trata de una falsa alarma o de una alarma real. En caso de conato el personal de seguridad
exterior rompera un pulsador de emergencia y accedera al laboratorio sofocandolo con extintores.

- Para preservar la diferencia de presiones, sélo se utilizara la salida de emergencia en caso de que el
incendio se generalice y exista riesgo grave para el personal.

Para abrir los enclavamientos de las puertas del laboratorio P3 hay que pulsar las setas de
emergencia.

4.2. Situacion de emergencia por incendio generalizado en el laboratorio

En caso muy improbable de que se produjera una situacion de estas caracteristicas se actuara
conforme al Plan de Autoproteccion de la Facultad.

Las normas a seguir seran las siguientes:

- Declaracion de emergencia a la vista del analisis de la situacion. Ello se producird cuando el
incendio producido en una dependencia del laboratorio no pueda ser controlado con los medios de
extincion existentes y pueda propagarse a las dependencias anexas.

- En esta situacion lo primero es avisar. Romper un pulsador de emergencia y salir del laboratorio P3
utilizando las salidas de emergencia. Pulsar para ello las “setas”. Desactivar los enclavamientos
electronicos de las puertas del laboratorio P3.

- Avisar inmediatamente a Seguridad Exterior de la Facultad de Medicina (Teléfono 1108/1103) y al
teléfono de emergencias en la UAM (1000).

- Avisar al Jefe/a del Laboratorio P3. El Jefe del Laboratorio P3 acudird a la zona siniestrada y se
pondra a las 6rdenes del Jefe de Intervencion (Seguridad Exterior) a quien asesorard sobre las
caracteristicas especiales del laboratorio P3. Colaborara en las tareas de evacuacion de la zona.

- Una vez avisados los bomberos, el Jefe/a del laboratorio P3 se reunira con el Jefe de Emergencia
(Decano/a o Vicedecano en el que delegue) para colocarse en el Punto de Encuentro con los
Bomberos y desde esta localizacion informar a los medios de emergencia externos sobre las
peculiaridades del Laboratorio P3.

- Los bomberos actuaran asesorados por el Jefe de Emergencia y por el Jefe del Laboratorio P3 en
cuanto a accesos y medios de extincién existentes y en cuanto a equipos de proteccion personal y
medios y procedimientos idéneos de inactivacion biologica. Los germicidas y medios de
termonebulizacién y fumigacion existente en el laboratorio P3 quedaran a su disposicion.

- El control del personal afectado y del que ha participado en la emergencia se realizara por el servicio
médico de la UAM quien coordinard la asistencia con los medios sanitarios exteriores y realizara un
seguimiento de los trabajadores ingresados en hospitales si este fuera el caso.

- Todo el material utilizado para la extincion e inactivacion biolégica, asi como la indumentaria y los
equipos de proteccién personal de las personas afectadas y de los bomberos deberan ser
inactivados biolégicamente.

- Si el incendio se declara en dependencias externas y alejadas al laboratorio o en otra planta de la
Facultad, el personal del P3 procederéa a preparar el laboratorio para su evacuacion y una vez que el
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laboratorio pueda ser abandonado en condiciones de bioseguridad, se procederd a la evacuacion a
través del circuito normal de salida del laboratorio con objeto de no romper la hermeticidad de éste.
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EVALUACION DE RIESGO DE ACTIVIDADES DE UTILIZACION CONFINADA DE
ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE

N° de Registro: N° de Notificacién:

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

RESPONSABLES DE LA ACTIVIDAD

1) Entidad

Nombre: Facultad de Medicina. Universidad Autbnoma de Madrid.
Direccion postal: Decanato. Facultad de Medicina. C/ Arzobispo Morcillo. N° 4. 28029 (Madrid)

2) Representante legal de la entidad

Nombre y apellidos: José Pablo Rubio Garrido NIF: Q2818013A

Cargo: delegado del decano para seguridad en la Facultad de Medicina de la UAM
Tel: 91 497 5303

Fax:

Correo electréonico: decano.medicina@uam.es

3) Responsable cientifico de la actividad

Nombre y apeliidos: [
I

Cargo: Profesora Titular de Universidad

Fax:

Correo electrénico: [ GG

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

Nombre i aﬁellidos: Vicerrector de Investigacion de la UAM

Cargo: Presidente del Comité de Etica de investigacion de la UAM
Tel:

Fax:

Correo electronico: comite.eticainvestigacion@uam.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

I. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD.

1. Objetivo de la actividad:

El objetivo de la actividad es trabajar con mutantes en los genes recA, whiB3 de la cepa
H37Rv y de Mycobacterium tuberculosis. Los OMG se obtendran comercialmente.

El proceso de modificacion genética se ha realizado por procedimientos estandares. Los
organismos modificados genéticamente tendran una deleccibn en los genes diana
mencionados, que implica la falta de actividad de los mismos. Con los OMGs se estudiard la
funcién de esos genes en el fenotipo persistente y latente del patdgeno.

Los datos previos indican que todos ellos participan en la entrada en el fenotipo silente, por lo
gue su inactividad nos informara de la funcién que presentan cada uno de los genes.

El objetivo final es determinar si dichos genes pueden ser diana para el tratamiento o para el
control de la infeccion latente tuberculosa.

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

3 Afos

. EVALUACION DE RIESGO

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

1. Identificacion de las propiedades nocivas del OMG, en funcién de las caracteristicas del:
Desarrollar con la extension que proceda, siguiendo el orden propuesto.

a)  Organismo receptor. Mycobacterium tuberculosis H37Rv

La cepa de M. tuberculosis H37Rv es la cepa-tipo de la especie para este patdégeno.
Se trata de la cepa de tuberculosis mas estudiada en todos los centros de investigacion
a nivel mundial. Proviene de un aislamiento de un paciente con tuberculosis pulmonar
cronica en Nueva York, en 1905 por el Dr. Edward R. Baldwin, y nombrada como cepa
H37.

Se ha mantenido en laboratorio durante muchos afios mediante pases seriados de
cultivo, seleccionando aquellas variantes de tipo rugoso algo mas virulentas (Rv). Por
secuenciacion de genomas, se han descrito algunas variantes dentro de la misma
cepa.

b)  Organismo donante. Mycobacterium tuberculosis H37Rv
Los cambios de secuencia en los genes que se estudian se han realizado
experimentalmente, dichas mutaciones no se dan en la naturaleza.
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C) Inserto.
Los OMGs se adquieren comercialmente, para mas informacion, visitar la pagina
TARGET http://webhost.nts.jhu.edu/target/Default.aspx.

d)  Vector.
Los OMGs se adquieren comercialmente, para mas informacion, visitar la pagina
TARGET http://webhost.nts.jhu.edu/target/Default.aspx.

e)  Organismo modificado genéticamente resultante.

OMG recA de M. tuberculosis y OMG whiB3 de M. tuberculosis. Los OMGs se
adquieren comercialmente, para mas informacion, visitar la pagina TARGET
http://webhost.nts.jhu.edu/target/Default.aspx.

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

Aunque se desconoce el fenotipo patégeno de los OMGs, debe considerarse que
son patdgenos para humanos, por lo que han de ser manipulados dentro de un
laboratorio de contencion de tipo 3.

Como se detallé en otros apartados, no se esperan cambios en patogenicidad y/o
virulencia para ambos OMGs, La cepa original y las cepas resultantes no presentan
modificaciones en genes de resistencia a antibioticos, siendo sensibles a todos los
usados en clinica..

g) Efectos para el medio ambiente.

No se espera impacto sobre el medio ambiente de ningun tipo. La survivencia de
este patdgeno en el medio ambiente es muy limitada, puesto que su hospedador
natural y Unico conocido es el hombre.

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

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

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

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

La actividad se va a llevar a cabo en el laboratorio de contencién de nivel 3, por lo
gue los organismos modificados estaran confinados a este espacio y no saldras en
ningtn momento del mismo. Siempre se manipularan dentro de las cabinas de
bioseguridad existentes en el laboratorio.
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El riesgo de inoculacion accidental de las bacterias recombinantes es practicamente
nulo debido a la ausencia de material punzante y cortante en el laboratorio de nivel
3 de contencidn bioldgica y no hay riesgo de contagio por contacto por las medidas
de aislamiento que existen en la manipulacién. Para evitar el contagio por via aérea,
se utilizan medios de contencién como son las mascarillas de un solo uso.

b) Concentracién y escala utilizadas.

El volumen maximo de pre-cultivo es de 5-10 ml en cada caso, mientras que el
namero de cultivos que se realizara, en volimenes de 100ml es de tres por cada
cepa en cada uno de los medios a utilizar.

¢) 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 manejo de células vivas de M. tuberculosis se realizard en un grado 3 de
confinamiento y tendr& lugar en el laboratorio de nivel 3 de contencion biologica que
pone a disposicion las medidas adecuadas para descartar cualquier riesgo

biolégico.

Estudio de latencia:

Las bacterias (OMGs y cepa silvestre) se creceran en un volumen de 5-10ml segun
el procedimiento descrito por Rodriguez y colaboradores (2014), utilizando
Middlebrook 7H9 como medio de cultivo, hasta alcanzar 0,5 UDOsoonm momento en
qgue el pre-cultivo se divide en dos inéculos, uno de ellos se crece en 100ml del
mismo medio y el otro en 100 ml de una mezcla de acidos grasos de cadena larga
(AG-CL) y numero par de atomos de carbono (acidos oleico, palmitico y estearico,
0,001% cada) como Unica fuente de carbono.

Se recogen cultivos en fase exponencial (Rodriguez et al, 2014), para obtener datos
gue serviran de referencia. Los cultivos en AG-CL se recogen también a los 30 y 60
dias de incubacion. La concentracion maxima esperada en estos cultivos es de 0,9
UDOs00nm

Un lote de los cultivos que se llevan hasta los 30 dias se divide en dos indculos, uno
de los cuales se somete al procedimiento clasico de hipoxia descrito por Wayne y
Sohaskey (2001) hasta alcanzar la denominada fase NRP1. Para controlar el nivel
de hipoxia de los cultivos, se realiza, en paralelo a estos, un cultivo suplementado
con azul de metileno (1,5 Cg/ml) que se usara como indicador del nivel de deplecion
de oxigeno.

Estudio de persistencia:

Las bacterias (OMGs y cepa silvestre) se creceran en dos tubos con un volumen de
10-20ml de Middlebrook 7H9 como medio de cultivo, hasta alcanzar 0,5 UDOsoonm.
Llegado este punto, a un tubo de cada cepa se le agrega el antibiotico a
concentraciones bactericidas (entre 10 y 20 veces mayor que la CIM). El duplicado
de cada aislamiento se mantiene como control sin agregar antibiéticos. A los 2, 4, 7
y 14 dias de agregados los antibiéticos se toman muestras y se siembran en medio
solido por duplicado para obtener colonias aisladas en tubos sin y con antibioticos.
Las UFC se cuantifican a los 40 dias de cultivo.

En estas condiciones se espera que los OMGs sobrevivan aunque el nimero de
bacterias que se recogen puede ser pequefio, debido a las condiciones de cultivo
gue se realizan: stress por hipoxia y antibioticos. No se espera ningun efecto sobre
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el entorno fisico.

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

Actividad confinada a condiciones de bioseguridada de tipo 3 (Nivel de contencién
3). Actividad en la cual el grado 3 de confinamiento es suficiente para proteger la
salud humana y el medio ambiente.

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

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

El riesgo de contaminacion en dependencias cercanas a la instalacion o en el medio
ambiente es practicamente inexistente ya que el laboratorio esta equipado con todos
los medios e infraestructura de contencion necesarios para el nivel 3 de
bioseguridad.

La instalacion dispone de un reglamento de funcionamiento indicado en el manual
de bioseguridad, donde se especifican las normas de higiene, proteccion,
contencién y gestiobn de residuos, para el personal usuario y que gestiona el
laboratorio. Todos los protocolos de manipulacion, transporte y conservacion de
agentes biologicos y OMG, limpieza y sanitizacion de zona, esterilizacién e
inactivacion biolégica se encuentran protocolizados por escrito y se dispone de
programas de actuaciéon para aquellos procedimientos en que sea conveniente.

La instalacion dispone de un plan de emergencias y evacuacion que ha intentado
cubrir todos los procedimientos de actuacion ante supuestos de incidente, accidente
y emergencia.

El clima es continental-mediterrdneo con primaveras y otofios himedos e inviernos
y veranos secos, fuerte gradiente de temperaturas estacional. La ubicacion del
laboratorio en zona de so6tano produce un efecto de equilibrio en las temperaturas
extremas.

b) Condiciones en las que podria producirse un accidente.

Vienen indicadas en los procedimientos de emergencias del Manual de
Bioseguridad (apartado 7) incluido en la documentacion correspondiente a la
solicitud del laboratorio.

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

Vienen indicados en el Manual de Bioseguridad (apartados 6 y 7) incluido en la
documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio.

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

Vienen indicados en los procedimientos de emergencias del Manual de
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Bioseguridad (apartado 7) incluido en la documentacion correspondiente a la
solicitud del laboratorio.
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