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MODELO DE RESUMEN DE LA NOTIFICACION DE LA LIBERACION DE
ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE DISTINTOS DE LAS
PLANTAS SUPERIORES DE ACUERDO CON EL ARTICULO 11 DE LA
DIRECTIVA 2001/18/CE

Nota previa:

Vectormune FP-LT+AE es una vacuna viva vectorizada desarrollada para la
prevencion de la viruela aviar (FP) y la laringotraqueitis infecciosa (ILT) en pollos,
asociada, en el mismo liofilizado, con una cepa vacunal convencional para la
prevencion de la encefalomielitis aviar (AE). El ingrediente activo en la vacuna es un
virus FPV vivo modificado, que expresa los genes gB y UL-32 de LTV y una cepa
vacunal viva convencional de AE.

En este documento, Unicamente presentamos la informacion relativa a la cepa
vacunal vectorizada (también referida como Vectormune FP-LT). Un procedimiento
especifico de solicitud de estudio clinico de campo se pondra en marcha con las
autoridades espafiolas de la Agencia Espafiola de Medicamentos y productos
Sanitarios, en cuyo expediente se incluira informacion especifica sobre el
componente AE de la vacuna. Esto permitira la evaluacién completa de los datos con
el fin de autorizar la liberacion de la vacuna para las pruebas de campo regulatorias.

A. Informacion de caracter general:

1. Detalles de la notificacion

a) Estado miembro de la notificacion: Espafia

b) NUmero de la notificacion: B/ES/16/10
c) Fecha del acuse de recibo de la 29/09/2016

notificacion:

d) Titulo del proyecto:

Vacunacion de pollos con una
vacuna combinada frente a la
laringotraqueitis infecciosa (LT), la
viruela aviar (FP) y la
encefalomielitis aviar (AE).

e) Periodo propuesto para la liberacion:

Desde la obtencidn de la autorizacion
hasta la finalizacién de los estudios
clinicos de campo.

2. Notificador

Nombre de la institucién o empresa:

CEVA Salud Animal, S.A.
C/ Carabela La Nifa, 12
08017 Barcelona, Espafia
Tél: + 34902 36 72 18
e-mail: pilar.vila@ceva.com

3. Definicion de la OMG

a) Indiquese si el OMG es: Viroide []
Virus ARN []
Virus ADN X

Vectormune FP-LT SNIF —Septiembre 2016 —ES — P4gina 2 de 27



Bacteria
Hongo
Animal
- mamiferos
- insectos
- peces
- otro animal [ ] especifique el
phylum y la clase

N

Otro, especifiquese (reino, phylum y
clase)

b) Identidad del OMG (género y especie)

Vectormune FP-LT consiste en un virus de la Viruela Aviar modificado
genéticamente, para que exprese los genes gB y UL-32 del virus de la laringo-
traqueitis (LTV), asi como el gen LacZ de E. coli. El virus de la Viruela aviar
(FPV) pertenece a la familia Poxviridae, género Avipoxvirus. Es el ingrediente
activo de Vectormune FP-LT, una vacuna viva liofilizada, para la inmunizacion
de pollos frente al virus de la viruela aviar y la Laringotraqueitis.

c) Estabilidad genética, de acuerdo con el punto 10 de la letra A de la seccion 11 del
anexo Il A:

La cepa origen del virus FPV se modificO genéticamente mediante
recombinaciéon homdloga, para que expresase el gen gB de la cepa campo
estadounidense 632 del virus LTV, el gen UL-32 de la cepa NS175 virulenta
Japonesa del LTV, y el gen LacZ de E. coli. La estabilidad genética de este
OMG se evalu6 y comparo a la de la cepa origen del FPV.

En pollos (in vivo): el OMG vy la cepa origen del virus FPV se sometieron a 5
pasajes regresivos en pollos. Los resultados mostraron la ausencia de reacciones
adversas a la vacuna o sintomatologia clinica; demostrando que ni la cepa de
origen ni el GMO revertian a la virulencia después de 5 pases en pollos.

In vitro: el OMG se sometié también a 5 pases en cultivo celular (fibroblastos de
embrion de pollo o CEF). Se comparé el OMG sometido a estos pases con el no
sometido a pasajes en CEF, con el pladsmido recombinante utilizado para la
construccion del OMG y con la cepa origen del FPV no sometida a pases. Los
resultados de los pases in vitro evidenciaron que no existian cambios genéticos
en el OMG.

Comparacion de las cepas sometidas y no sometidas a pases: El OMG tanto
sometido a pases in vitro como in vivo se evalu6 comparando la estructura
genética y la expresion de proteinas, antes y después de los pases. Los resultados
indicaron que el OMG era genéticamente estable tras los pases in vitro e in vivo
y no se observaron diferencias inesperadas cuando se compard con el ADN
gendmico de la cepa origen de FPV, el ADN genomico del MSV de Vectormune
FP-LT y el plasmido recombinante. Para este analisis se utilizaron diversos
ensayos: Southern Blot, Western Blot, PCR, secuenciacion y Black plague
assays.
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4. Tiene previsto el mismo notificador la liberacion de ese mismo OMG en
algun otro lugar de la Comunidad (de acuerdo con el apartado 1 del articulo

6)?
Si X No [ ]
En caso afirmativo, indique el codigo del pais: HU
5. Ha notificado ese mismo notificador la liberacion de ese mismo OMG en
algun otro lugar de la Comunidad?
Si X No []

En caso afirmativo:

- Estado miembro de la notificacion: Espafia y Hungria

- Numero de la notificacion: ES: B/ES/13/22 de 21 Abril 2014 (Este
ensayo no se llevé a cabo)
HU: TMF/15-56/2016 de 11 Julio 2016

6. Ha notificado el mismo notificador u otro la liberacién o comercializacion de
ese mismo OMG fuera de la Comunidad?
S | No [ ]

En caso afirmativo:

- Estado miembro de la notificacion:

- Numero de la notificacion:

Actualmente dos vacunas que contienen la misma cepa de OMG (Vectormune
FP-LT+AE y Vectormune FP-LT) estan autorizadas y comercializadas en los
siguientes paises: Estados Unidos, Argentina, Bangladesh, Bolivia, Brasil,
China, Colombia, Costa Rica, Ecuador, Egipto, Kuwait, Méjico, Pakistan,
Perd, Filipinas, Rusia, Arabia Saudi, Sudafrica, Tailandia y Ucrania.

7. Resumen del impacto ambiental potencial de la liberacion de los OMG

El resultado de las evaluaciones del riesgo para el hombre y el medio ambiente,
demuestran que el riesgo de Vectormune FP-LT para la salud publica es
insignificante. La exposicion humana se limita a las personas que administran
esta vacuna o que manipulan los pollos vacunados. El virus de la Viruela aviar
(FPV) se sabe que no es de importancia para la salud publica y no se conocen
documentaciones de infecciones en seres humanos.

El OMG es seguro en la especie de destino (pollos) y no se extiende, después de
la vacunacién, a otros pollos o aves. Tiene un rango de hospedadores reducido
y su capacidad de diseminarse en el medio ambiente es muy limitada. El
derrame de vacuna en el momento de la aplicacion y los insectos pueden ser
una posible causa mecanica para la diseminaciéon del OMG. La evaluacion del
riesgo muestra que estos hechos no constituyen una diseminacion efectiva.
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El nivel general de riesgo para el medio ambiente del uso de Vectormune FP-
LT es insignificante.

Es de destacar que se han utilizado més de 4 billones de dosis de Vectormune
FP-LT y Vectormune FP-LT+AE en los EE.UU. y en muchos otros paises.

B. Informacion sobre el organismo receptor o sobre los organismos
parentales de los que se deriva el OMG

1. Identificacion del organismo receptor o parental

a) Indiquese si el organismo receptor o parental es :
Viroide []
VirusARN [ ]
Virus ADN  [X]
Bacteria []
Hongo []
Animal []
- mamiferos [ ]
- insectos []
- peces []
- otro animal [_] (especifique el phylum y la clase)
Otros, (especifiquense):

2. Nombre

i) Orden y taxon superior (animales): Familia Poxviridae,
(subfamilia Chordopoxvirinae)

ii) Género: Avipoxvirus

iii) Especie:

iv) Subespecie:
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V) Cepa: Cepa Cutter

vi) Patovar (biotipo, ecotipo, raza, etc.):

vii) Nombre vulgar: Virus de la viruela aviar (FPV)

3. Distribucion geogréafica del organismo

a) Autdctono del pais que notifica o establecido en él:

Si X No[ ] No se sabe [ ]

b) Autoctono de otros paises de la Comunidad o establecido en ellos:
i) Si

En caso afirmativo, indiquese el tipo de ecosistema en que se encuentra:

La cepa parental esta presente en manadas de pollos de todo el mundo,

donde la vacunacion es una practica.
Atlantico
Mediterraneo
Boreal
Alpino
Continental
Macaronésico

i) No []
iii) No se sabe L]

/N

c) ¢Se usa frecuentemente en el pais que notifica?

Si X No[ ]

d) ¢Es frecuente su tenencia en el pais que notifica?
Si X No[ ]

En Espafia se utilizan las vacunas frente a FPV donde la viruela aviar esta
presente.

4. Habitat natural del organismo

a) Si es un microorganismo:
Agua

[
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Suelo, en libertad
Suelo, en simbiosis radiculares de plantas
En simbiosis con sistemas foliares o caulinares

de plantas
En simbiosis con animales

O 0O 0o

Otros , (especifiquense):

La cepa vacunal Cutter de FPV se replica en pollos; se replica también en
pavos y en otras aves no de destino (con una capacidad de propagacion muy
limitada). Cualquier replicacion en células de mamifero se considera
“fallida”.

Se realizaron estudios para comparar el rango de hospedadores del OMG
con el de la cepa parental FPV. Los primeros estudios se realizaron en
pavos, codornices, palomas, pinzones y en especies mamiferas — ratones y
cerdos. En segundo lugar se realizaron estudios en patos, pavos, codornices,
palomas, gallinas de guinea y faisanes. Los resultados indicaron que la dosis
alta usada para la vacunacion de las especies no de destino provocé signos
locales de respuesta a la vacunacion en todas especies excepto en palomas,
pinzones, ratones y cerdos; también evidencié que el rango de hospedadores
es el mismo para el OMG y para la cepa parental FPV.

b) Si es un animal , hé&bitat natural o ecosistema agricola habitual:
N/A

5.a)  Técnicas de deteccidn

El virus se puede cultivar tanto en cultivos primarios como secundarios de
células de pollo, tales como fibroblastos embrionarios, y provoca un efecto
citopatico tipico (CPE). FPV también se puede detectar en el tejido inflamado
del ala unos dias después de la vacunacion mediante el uso de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR en el ADN extraido del virus).

5.b) Técnicas de identificacion

El virus FPV se puede identificar marcando los loci virales con ayuda del
método de inmuno-fluorescencia utilizando anticuerpos especificos FPV.
Como alternativa, puede llevarse a cabo su deteccion a partir de ADN extraido
del virus utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), usando
cebadores especificos del genoma de FPV.
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6. Esta clasificado el organismo receptor con arreglo a las normas comunitarias
vigentes en relacién con la proteccion de la salud humana y el medio
ambiente?

Si[] | No [X]*

En caso afirmativo, especifiquese:

*: El virus parental FPV es una cepa vacunal con licencia Europea y del USDA.
No aparece en la seccion Poxviridae del anexo 111 de la Directiva 2000/54/CE
del Parlamento Europeo. No es patégeno para los seres humanos, animales o
plantas.

7. ¢Es el organismo receptor, vivo o muerto (incluidos sus productos
extracelulares), apreciablemente patdgeno o nocivo de cualquier otra forma?

Si[] No[X] No se sabe [_]

En caso afirmativo
a) ¢Para cual de los organismos siguientes?:

humanos

[]
animales

[]
plantas

[]
otros

[]

b) Aporte la informacién pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la
letra A de la seccién 11 del anexo 111 A de la Directiva 2001/18/CE.

8. Informacion sobre reproduccion

a) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

Como los virus solo puede replicarse en células permisivas derivadas de las
especies diana susceptibles, el tiempo de generacion para los virus se puede
definir como el tiempo medio desde la liberacion del virion hasta que infecta a
otra célula. Sin embargo, desde el punto de vista préactico, es mas atil definirlo
como el tiempo transcurrido desde la infeccion inicial hasta la diseminacion de
los viriones en el hospedador. En las aves, la biosintesis del FPV en el epitelio
cutaneo comprende dos fases distintas: una respuesta del hospedador que se
caracteriza por una marcada hiperplasia celular durante las primeras 72
horas y la sintesis del virus infeccioso de las 72 a 96 horas. La replicacion del
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ADN del virus de la viruela aviar en el epitelio dérmico comienza entre las 12 y
24 horas después de la infeccion y es seguida por la primera aparicion de virus
infeccioso a las 22-24 horas.

b) Tiempo de generacion en el ecosistema en el que vaya a ser liberado:

EI mismo que el explicado en la seccion 8.a)

¢) Modo de reproduccién
Sexual [] Asexual [X]

d) Factores que afectan a la reproduccion:

No procede

9. Capacidad de supervivencia

a) Capacidad de formar estructuras que favorezcan la supervivencia o el letargo
(i) endosporas
[]

(if) quistes

(iii) esclerocios

(iv) esporas
asexuales(hongos)
(v) esporas sexuales

(hongos)
(vi) huevos

(vii) pupas

O 0O 0O o0

(viii) larvas

[

(ix) otras (especifiquense)
El virus de la viruela aviar no desarrolla estructuras de supervivencia. La
replicacion de los Avipoxvirus se limita a las especies aviares.

b) Factores pertinentes que afectan a la capacidad de supervivencia

La replicacién de los Avipoxvirus se limita a especies aviares. El virus de la
viruela aviar como virus que es, no desarrolla estructuras de supervivencia. La
cepa de origen y el OMG, como virus que son, Unicamente tienen la capacidad
de replicarse en células vivas permisivas. Ensayos de laboratorio han
determinado que la supervivencia de la cepa origen en la yacija es de un maximo
de 8 horas. La cepa de origen y el OMG no se transmiten de ave a ave.
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10.a) Vias de diseminacion

La replicacion de la cepa parental FPV y del OMG en pollos vacunados, es
limitada y no se diseminan a pollos no vacunados en contacto. La difusion de la
vacuna al medio ambiente serd restringida por su uso en los gallineros. La
vacuna podria derramarse en la granja durante la preparacion de la misma
(derrame por accidente). Las cantidades derramadas serdn muy pequefias,
dado el volumen de dosis vacunal. EI OMG ha demostrado tener una
capacidad de supervivencia limitada en el medio ambiente en caso de derrame.
El polvo conteniendo virus derramado o los insectos que se alimenten de pollos
vacunados mientras el virus se replica en el revestimiento cuténeo del ala, son
otras dos formas de diseminacion.

10.b) Factores que afectan a la diseminacion

La multiplicacion de la cepa parental en aves vacunadas es muy baja; la
vacuna no se transmite a partir de las aves vacunadas. La supervivencia de la
cepa es reducida, lo que disminuye la posibilidad de diseminacion. En caso de
derrame, los procedimientos de limpieza y desinfeccion reducen adn mas el
riesgo de diseminacion.

El lugar y el tiempo muy limitado donde y cuando la cepa de la vacuna se
replica en la piel, limita en gran medida la posibilidad de que un insecto pueda
diseminar con eficacia cantidades significativas de la cepa de vacuna viva a otra
ave.

11. Modificaciones genéticas previas del organismo receptor o parental de las
que ya se ha notificado la liberacién en el pais notificador (se daran los
nameros de la notificacion)

Ninguna.
C. Informacidn sobre la modificacion genética
1. Tipo de modificacion genética:

i) Insercidon de material genético
ii) Eliminacion de material genético

iii) Sustitucion de una base

N I O ¢

iv) Fusion celular
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v) Otro (especifiquese)

2. Resultado que se pretende obtener mediante la modificacion genética

Expresion de los genes gB y UL-32 del virus LTV de forma que actien como
antigenos para lograr la inmunizacion frente a la enfermedad de la Laringo-
traqueitis.

3.a) ¢Sehausado un vector en el proceso de modificacion?

SiX | No[ |

En caso negativo, pase a la pregunta 5.

3.b)  Encaso afirmativo, ¢esta presente el vector, total o parcialmente, en el
organismo modificado?

SiX | No[ |

En caso negativo, pase a la pregunta 5

4. Si ha contestado afirmativamente a la pregunta 3 b), aporte la informacién
siguiente

a) Tipo de vector

plasmido
bacteri6fago
virus

cosmido

N O Y 4

Elemento de transposicion

Otros (especifiquense):

b) Identidad del vector:

PNZ29R/LT-UL32gB
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¢) Gama de organismos huéspedes del vector:

E. Coli

d) Presencia en el vector de secuencias que den un fenotipo seleccionable o
identificable

Si X No [ ]
Se utiliza el gen LacZ para conferir un fenotipo seleccionable al plasmido.
No se utilizan genes de resistencia a antibidticos.

Resistencia a los antibidticos []

Otras, (especifiquense) LacZ

Indique qué gen de resistencia a los antibioticos se inserta: No procede

e) Fragmentos constituyentes del vector

El vector o plasmido recombinante esta constituido por los siguientes
elementos: una region homologa no esencial del genoma de FPV; cADN del gen
gB del virus LTV; cADN del gen UL-32 del virus LTV; cADN del gen Lac Z de
E. coli; un promotor sintético, P17, el cual dirige la transcripcién del gen LacZ
y otro promotor sintético, Ps, que dirige la transcripcién de los genes gB y UL-
32 del LTV.

f) Método de introduccion del vector en el organismo receptor
i) transformacion ]

ii) electroporacion
iii) macroinyeccion

iv) microinyeccion

O 0O 0o

v) infeccion

vi) otros, (especifiquense)

Se transfiere el pladsmido a un cultivo celular de fibroblastos de embrién de
pollo, (CEF) infectado con FPV. Las secuencias de interés se recombinan por
recombinacién homdloga en el genoma de FPV.

5. Si las repuestas a C. 3) a) y b) son negativas, ;qué método se siguio en el
proceso de modificacion?
i) transformacion []
i) microinyeccion []
iii) macroencapsulacion []
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iv) macroinyeccion []

V) otros, (especifiquense)

6. Informacion sobre el fragmento de insercion:

a) Composicion del fragmento de insercion:

Los genes insertos son el gB y UL-32 del LTV, asi como el gen LacZ de E. coli.

b) Fuente de cada parte constitutiva del fragmento de insercion:

Los fragmentos genéticos utilizados son los promotores sintéticos, Ps y P17, los
genes gB y UL-32 del virus de la laringotraqueitis, asi como el gen LacZ de E.
coli.

c) Funcion prevista de cada parte constitutiva del fragmento de insercién en el OMG

Inmunizaciéon frente al virus de la laringotraqueitis y como marcador. La
proteina gB es una glicoproteina de envoltura y en los herpesvirus media la
entrada del virus, la fusion celular y la salida del virus. En herpesvirus, la
proteina UL-32 desempefia un papel llevando las capsides pre-ensambladas a
los sitios de empaquetamiento del ADN del virus. El gen LacZ codifica la B-
galactosidasa, que funciona como un excelente marcador para distinguir el
virus recombinante del FPV de origen.

d) Localizacion del fragmento de insercion en el organismo receptor:
- en un plasmido libre

- integrado en el cromosoma

- Otros especifiquense):
Localizado en el genoma de la cepa origen del virus FPV.

e) ¢Contiene el fragmento de insercion partes cuyo producto o funcion no se
conozcan?

Si[] No [X]

En caso afirmativo , especifiquese:
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D. Informacién sobre el organismo u organismos de los que se deriva el
fragmento de insercion (donante)

Los organismos donantes de los genes y las secuencias son:

(1) La cepa de campo EE.UU. 632 del virus de LT, obtenido por el Dr. Calvin
L. Keeler, Jr., de la Universidad de Delaware, que dona el gen gB.

(2) Una cepa virulenta japonesa de LT, NS175, adquirida de Japanese
Associates of Veterinary Biologics, que dona el gen UL-32.

(3) E. coli que dona el gen LacZ que codifica la -galactosidasa.

1. Indiquese si es:
Viroide L]
Virus ARN []
Virus ADN X
Bacteria []
Hongo []
Animal []
- mamiferos []
- insectos []
- peces []
- otro animal [ ] (especifique el phylum y la clase):
Otros ( especifiquense)
2. Nombre completo
i) Orden y taxon superior (animales): Herpesvirales
if) Familia (plantas): Familia Herpesviridae
Subfamilia Alphaherpesvirinae
iii) Género: lltovirus
iv) Especie: Gallid herpesvirus 1 (Infectious

laryngotracheitis virus, ILTV)
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V) Subespecie:

vi) Cepa:

vii) Cultivar/linea de reproduccion:

viii) Patovar:

iX) Nombre vulgar:

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

Si [ \ No [ ] \ No se sabe []

En caso afirmativo, especifiquese

(@) ¢para cudl de los organismos siguientes? humanos []
animales X
plantas []
otros []

(b) ¢estan implicadas de alguna forma las secuencias donadas en las propiedades
patogenas o nocivas del organismo?

Si[] No [X] No se sabe [ ]

En caso afirmativo, proporcione la informacién pertinente de conformidad con la
letra d) del punto 11 de la letra A de la seccion Il del Anexo 11 A:

4. ¢Esta clasificado el organismo donante con arreglo a normas comunitarias
vigentes en relacién con la proteccion de la salud humana y el medio
ambiente como, por ejemplo, la Directiva 90/679/ CEE sobre la proteccién de
los trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicién a agentes
bioldgicos durante el trabajo?

Si[] | No [X] *

En caso afirmativo , especifiquese:

* ILTV no se incluye en la Directiva 2000/54/CE de la UE sobre la proteccion
de los trabajadores frente a riesgos relacionados con la exposicién a agentes
biologicos durante la manipulacion. A parte de las aves no se conocen otras
especies que sean susceptibles a la infeccion con LTV y no se considera
Zoonosis.
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5. ¢Intercambian los organismos donante y receptor material genético de forma
natural?

Si[] | No X | No se sabe [ ] |

E. Informacién sobre el organismo modificado genéticamente

1. Rasgos genéticos y caracteristicas fenotipicas del organismo receptor o
parental que hayan sufrido algun cambio como resultado de la modificacién
genética

a) ¢Se diferencia el OMG del receptor en lo que a capacidad de supervivencia se
refiere?

Si[] No [X] * No se sabe [_]

Especifiquese:

* El indice de supervivencia del OMG es igual o inferior al de la cepa
origen del FPV.

b) ¢Se diferencia en algo el OMG del receptor en lo que respecta al modo o indice
de reproduccion?

Si[] No [X] No se sabe [ ]

Especifiquese:

c) ¢Se diferencia en algo el OMG del receptor en lo que respecta a la diseminacion?

Si[] No [X] No se sabe [ ]

Especifiquese:

d) ¢Se diferencia en algo el OMG del receptor en lo que respecta a la patogenicidad?
Si[] No [X] * No se sabe[ ]

Especifiquese:

* Todas las pruebas realizadas en la cepa origen y en el OGM mostraron
los mismos resultados: ambas cepas son seguras en las especies de destino
(pollos) y las especies aviares no de destino; ninguna de las dos cepas se
disemina desde los pollos vacunados y los pavos, y tienen una diseminacion
muy limitada en otras especies aviares; no se ha observado que repliquen
en mamiferos. Otras caracteristicas adicionales evaluadas (tropismo
tisular, estabilidad ambiental) del OMG siguen siendo las mismas que las
de la cepa de origen.
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2. Estabilidad genética del organismo modificado genéticamente

El OMG demostr6 que era genética y fenotipicamente estable después de cinco
pases sucesivos a través de pollos, ya que no revertia a la virulencia. La
estabilidad genética in vivo del OMG se confirmé mediante pruebas
moleculares, para verificar la estabilidad de las inserciones de genes y la
expresion génica. Se determiné la estabilidad de los genes insertos mediante
analisis de Southern Blot y la secuenciacion de regiones importantes del ADN
de los genes insertos. La expresion de los genes se verifico utilizando antisueros
especificos de la proteina para identificar cada producto génico mediante
ensayos en placa y Western Blot.

3. ¢Es el OMG, vivo o muerto (incluidos sus productos extracelulares),
apreciablemente patégeno o nocivo de cualquier forma?

Si[] No [X] No se sabe [ ]
En caso afirmativo:
a) ¢Para cual de los organismos humanos
siguientes? []
animales
[]
plantas
[]
otros
[]

b) Aporte la informacién pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la
letra A de la seccién Il y en el inciso i) del punto 2 de la letra C de la seccion |1 del
anexo Il A

4. Descripcion de los métodos de identificacion y deteccion

a) Técnicas utilizadas para detectar el OMG en el medio ambiente:

El virus se puede cultivar en cultivos primarios o secundarios de células de
pollo, tales como fibroblastos de embriones, y provoca un efecto citopéatico
tipico (CPE). FPV también se puede detectar en el tejido inflamado del ala unos
dias después de la vacunacion mediante el uso de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en ADN extraido del virus.

b) Técnicas utilizadas para identificar el OMG:

El GMO se puede identificar marcando los loci virales con ayuda del método de
inmuno-fluorescencia utilizando anticuerpos especificos frente al producto
expresado por los genes ILT insertados. Como alternativa, puede llevarse a
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cabo su deteccion a partir de ADN extraido del virus utilizando la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), usando sondas especificas para los genes
insertados y sitios de insercion.

F. Informacidn sobre la liberacion

1. Finalidad de la liberacion (incluido todo beneficio ambiental potencial
significativo esperado)

La finalidad de la liberacion es llevar a cabo en Espafia los ensayos clinicos de
campo para completar el expediente de registro europeo de acuerdo con lo
establecido en la Directiva 2009/9/CE.

2. ¢Es diferente el lugar de liberacion del habitat natural o del ecosistema en el
que se utiliza, se mantiene o se encuentra regularmente el organismo receptor
0 parental?
Si[] | No [X]

En caso afirmativo, especifiquese:

3. Informacion relativa a la liberacion y a la zona circundante

a) Localizacion geogréfica (region administrativa y coordenadas de referencia
cuando proceda):

Granja 1: granja de recria de pollitas: Ous de Ponent, Linyola (Lleida),
comarca del Pla d’urgell.

Granja 2: granja de puesta: Avicola Huguet, S.A., Malda (Lleida), comarca de
I’Urgell.

b) Area del lugar (m?): La vacuna se administrara en 1 granja (vacunacion en la
granja de recria); mas tarde las pollitas seran transferidas a la granja de
puesta.
(i)lugar real de la liberacién (m?): Granja de recria: 3980 m*
Granja de puesta: 3024 m?
(ii) rea de liberacién mas amplia (m%): no relevante
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c) Proximidad a biotipos reconocidos internacionalmente o zonas protegidas
(incluidos depésitos de agua potable) que pudieran verse afectados:

Ninguno en las proximidades de las granjas.

Debe tenerse en cuenta que la granja de puesta esta proxima (100m
aproximadamente) a un canal de agua para riego; las caracteristicas de la
vacuna son tales que tras la vacunacion no hay diseminacion significativa a
partir de las pollitas vacunadas. Por otra parte, las pollitas llegaran a la granja
de puesta 5 semanas después de la vacunacion. En la practica no hay riesgo de
propagacion de la cepa vacunal en esta granja

d) Floray fauna, incluidos cultivos, ganado y especies migratorias que pueden
potencialmente interactuar con el OMG:

La flora no se ve afectada por el FPV 0 el OMG.

La fauna: en las dos granjas (recria de pollitas y puesta) solamente se crian
pollos. Hay otras granjas en los alrededores pero teniendo en cuenta el hecho
de que las naves avicolas estan cerradas y que la cepa vectorizada no se
disemina a partir de las pollitas vacunadas, no se prevé la exposicion a
cualquier tipo de aves domeésticas o silvestres. Tampoco se espera que la fauna
de mamiferos entre en contacto con la vacuna y en cualquier caso no son
sensibles a ella.

4, Método y amplitud de la liberacion

a) Cantidad de OMG que vaya a liberarse:

Se vacunard un méximo de 37.000 pollitas (37.000 dosis) en la Granja 1.

b) Duracion de la operacion:

Para la vacunacién de un lote es necesario un maximo de 3 dias.

(c) Métodos y procedimientos para evitar o reducir al minimo la propagacion de los
OMG mas alla del lugar de liberacion:

No se necesitan técnicas especiales ya que la vacuna no se diseminara
demasiado durante la vacunacion (limitandose al derrame de misma) ni
después de la vacunacion (no se espera ni propagacion ni difusion).

Se puede inactivar o eliminar facilmente utilizando desinfectantes comunes
(10% de lejia clorada, 10% de yodo, o un desinfectante equivalente). También
existen procedimientos establecidos para desechar tanto el material como la
suspension de vacuna restante, después de la vacunacion.
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5. Descripcion resumida de las condiciones ambientales medias (clima,
temperatura, etc.)

Clima mediterraneo con tendencia continental con inviernos frios y largos y
veranos calurosos. Desde finales de otofio y durante todo el invierno suelen
formarse nieblas que a veces permanecen durante dias. Las precipitaciones son
escasas e irregulares.

6. Datos pertinentes sobre liberaciones anteriores del mismo OMG. si los
hubiera, especificamente relacionados a las repercusiones potenciales de la
liberacion en el medio ambiente y la salud humana

Actualmente dos vacunas que contienen la misma cepa de OMG estan
autorizadas y comercializadas en los siguientes paises: Estados Unidos,
Argentina, Bangladesh, Bolivia, Brasil, China, Colombia, Costa Rica, Ecuador,
Egipto, Kuwait, Méjico, Pakistan, Peru, Filipinas, Rusia, Arabia Saudi,
Sudafrica, Tailandia y Ucrania.

El riesgo para la salud publica por el empleo de esta vacuna es insignificante.
La exposicién humana se limita a las personas que administran esta vacuna o
gue manipulan los pollos vacunados. El virus de la Viruela aviar (FPV) se sabe
gue no es de importancia para la salud publica y no se conocen
documentaciones de infecciones en seres humanos.

Hasta la fecha se han administrado mas de 4 billones de dosis del OMG en
EE.UU. y en otros paises y no se han reportado reacciones adversas ni impactos
ambientales.
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G. Interacciones del OMG con el medio ambiente y repercusiones
potenciales sobre este, si es apreciablemente diferente del organismo
receptor o parental

La interaccion del OMG con el medio ambiente no es distinta a la del virus de la
viruela aviar parental. La cepa parental del virus de la viruela aviar se ha usado
de forma segura por todo el mundo durante mas de 20 afios en produccion
avicola, para la vacunacion de las aves frente a la enfermedad de la viruela
aviar; el OMG esté autorizado desde hace mas de 10 afios y ha sido utilizado de
forma segura en diferentes partes del mundo.

1. Nombre del organismo objeto de investigacion (si procede): Gallinas
i) Orden y taxon superior (animales): Galliformes

ii) Familia (plantas): NA

iii) Género: Gallus

iv) Especie: Gallus Gallus

V) Subespecies: G. Gallus Domesticus

vi) Cepa: NA

vii) Cultivar/Linea de reproduccion: NA

viii) Patovar: NA

iX) Nombre vulgar: NA

2. Mecanismo previsto y resultado de la interaccién entre los OMG liberados y

el organismo diana (si procede)

Mediante la vacunacion de las aves con el OMG se prevé el desarrollo de una
respuesta inmune protectora frente a las enfermedades de la laringo-traqueitis
infecciosa y la viruela aviar.

3. Otras interacciones potencialmente significativas con otros organismos en el
medio ambiente

Dado que el OMG no se propaga a partir de pollos vacunados y que la difusion
en el medio ambiente a través de otros medios seria extremadamente limitado,
no es de esperar que se produzcan interacciones significativas con otros
organismos.
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4. ¢ Es probable que se dé una seleccién posterior a la liberacion del OMG
como, por ejemplo, una competencia mayor. un caracter mas invasivo, etc.?
Si \ No [X] \ No se sabe
Especifiquese:

Los resultados de la estabilidad genética, como se explica en el apartado A.3.c.,
muestran que no se esperan tales cambios en las aves vacunadas. Los estudios
de pases sucesivos en aves han demostrado que el OMG no revierte a la
virulencia tras los pases. Por otra parte, no es probable que la vacuna se
propague desde los animales vacunados y se disemine entre las aves no
vacunadas, reduciendo aun mas las posibilidades de que ocurran estas
situaciones.

5. Tipos de ecosistemas a los que puede extenderse el OMG desde el lugar de
liberacion y en los cuales puede quedar establecido

El OMG tiene un rango limitado de hospedadores y en los ensayos llevados a
cabo por el solicitante se demuestra que sélo se replica en pollos y en especies
aviares no de destino cuando se utiliza una cantidad muy significativa de OMG
para la vacunacién. Teniendo en cuenta la ausencia de diseminacién y difusion
del OMG a partir de los pollos vacunados y la correcta vacunacién y las
practicas de manejo, no existe riesgo de diseminacién a granjas de pollos,
pavos, u otras aves (faisanes, gallinas de guinea...) no vacunados, situadas en
las proximidades de las granjas vacunadas. Incluso si tuviera lugar la
diseminacién, el OMG es seguro para estas especies, tal como demuestran los
estudios.

6. Nombre completo de los organismos que no son el organismo diana, pero que
(teniendo en cuenta la naturaleza del medio ambiente receptor)pueden sufrir
accidentalmente dafios importantes por la liberacién del OMG
Ninguno

i) Orden y taxon superior (animales):

il) Familia (plantas):

iii) Género:

iv) Especie:

V) Subespecie:

vi) Cepa:

vii) Cultivar/linea de reproduccion:
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viii) Patovar

iX) Nombre vulgar:

7. Probabilidad de intercambio genético en vivo

a) Del OMG a otros organismos del ecosistema de liberacion:

Es de destacar que la replicacion de los virus ADN (como el OMG) tiene tasas
de mutacion y variabilidad genética mucho mas bajas que los virus ARN.
Ademas la “superinfeccion” virica de una célula ya infectada por otro virus es
un fenémeno poco probable. Sin embargo, el intercambio de material genético
del OMG a otro virus presente en las células de pollo donde se replica, en teoria
no puede excluirse totalmente. Esta recombinacién genética podria entonces ser
remotamente posible con otros virus FPV. La consecuencia podria ser la
aparicion de otro FPV que expresara los genes gB y UL-32 de LTV o parte de
estos genes, y al mismo tiempo el OMG perderia parte de las secuencias
insertadas. La posibilidad de que estos hechos ocurran no es mayor que para la
cepa origen del FPV recombinando con otro FPV.

De forma global, no se han descrito intercambios genéticos in vivo del OMG a
otros organismos.

b) De otros organismos al OMG:

Como se ha explicado en el apartado anterior, los intercambios genéticos in
vivo de otros FPV al OMG son teéricamente posibles, pero nunca se han
descrito. Se ha informado de un fendmeno muy general en varias cepas
vacunales presentes en el mercado, incluyendo la cepa de origen del OMG: la
integracion de fragmentos no-replicantes del genoma del virus de la
reticuloendoteliosis aviar (otro virus de pollos) en el genoma de las cepas del
virus de la viruela. También se comprobd que estas inserciones son totalmente
inactivas y no comprometen la seguridad de las vacunas que lo contienen.

c) Consecuencias probables de la transferencia de genes:

Las posibilidades de intercambio genético no se incrementan por el OMG vy si
se produce este fendbmeno tan raro, no se espera que el resultado sea
perjudicial. De hecho, la consecuencia puede ser la aparicion de otros FPV que
expresen los genes gB y UL-32 del LTV. Esto podria inducir la inmunizacion y
la produccion de anticuerpos contra LTV en las aves que alberguen dicho
virus. Ademas, debe tenerse en cuenta que todo el material insertado que
podria ser objeto de esta transferencia no conlleva a la expresion de rasgos
inesperados y/o indeseables.
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8. Referencias de los resultados pertinentes (si los hay) de estudios sobre el
comportamiento y las caracteristicas del OMG sobre su repercusion ecoldgica
llevados a cabo en ambientes naturales simulados (por ejemplo,
microcosmos, etc.)

Los estudios de seguridad en especies no de destino y en entornos simulados,
Ilevados a cabo por el solicitante, comparando el OMG y la cepa origen de FPV
muestran que el OMG es seguro y no se han observado cambios indeseables
cuando se ha comparado con la cepa FPV de origen.

9. Posibles interacciones ambientalmente significativas con procesos
biogeoquimicos (si son diferentes del organismo receptor o parental)

No procede, el OMG no participan en procesos biogeoquimicos.

H. Informacion sobre el seguimiento

1. Métodos de seguimiento de los OMG

La cepa vacunal se puede detectar mediante PCR, como se describe
anteriormente en la seccién B.5.a.

Salvo que tenga lugar un evento no esperado, no se requiere ninguna
monitorizacion especifica del OMG distinta del seguimiento para el ensayo
clinico, puesto que no se considera necesario.

2. Métodos de seguimiento de las repercusiones en el ecosistema

Las aves vacunadas seran monitorizadas regularmente. Los posibles efectos
adversos se comunicaran a la empresa y a las autoridades pertinentes de
acuerdo con los procedimientos estandar de farmacovigilancia.

Debe tenerse en cuenta que el FPV es incapaz de replicarse en seres humanos o
en mamiferos y se ha demostrado que no se transmite entre pollos, por lo tanto
no deberia haber ninguna propagacion del virus a partir de los animales
vacunados. EI OMG no es capaz de sobrevivir méas de 8 horas, no puede
extenderse y no es patdgeno para animales o plantas. No deberia haber fauna
silvestre susceptible presente en los alrededores de la zona, no obstante en el
caso de que existieran aves no de destino pero susceptibles, no pueden recibir
por ningun medio la dosis necesaria para inducir la multiplicacion de la cepa
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(sin difusién a través de los pollos vacunados, polvo portador de virus a partir
del derrame Unicamente con dosis infectante extremadamente baja, asi como la
transmision mecanica altamente improbable través de insectos que pican). No
se espera ningun efecto en el ecosistema.

3. Métodos de deteccion de la transferencia del material genético donado del
OMG a otros organismos

En caso de que sea necesario, la presencia de la secuencia insertada se puede
detectar mediante PCR, tal y como se describe en la seccion B.5.

4. Tamario del area de seguimiento (m2)

El area de monitorizacion serén las granjas donde se vayan a vacunar las aves.
Ver la descripcion en el apartado F.3.

5. Duracion del seguimiento

La monitorizacion de las granjas se realizara durante toda la vida de las aves
vacunadas.

6. Frecuencia del seguimiento

La monitorizacion general se centrard en controles rutinarios del estatus
sanitario de las granjas.
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. Informacidn sobre el tratamiento post-liberacién y el tratamiento de
residuos
1. Tratamiento del lugar tras la liberacion

Las superficies utilizadas durante la vacunacion deben limpiarse con
desinfectantes tal y como se describe en el parrafo F.4 (c). Todos los materiales
utilizados durante la vacunacion seran desechados utilizando calor o
desinfectante.

2. Tratamiento del OMG tras la liberacion

Aparte del material utilizado para la vacunacion y el posible derrame limitado
en el momento de preparacion de la vacuna, no se prevé la liberacién del OMG
al medio ambiente.

3(a) Tipoy cantidad de residuos producidos

Durante la vacunacién: Viales de vacuna, agujas, jeringuillas y delantales
desechables.

3(b)  Tratamiento de residuos

Destruccién de acuerdo a los procedimientos para los residuos infecciosos.

J. Informacion sobre planes de actuacion en caso de emergencia

1. Métodos y procedimientos de control de la diseminacion del OMG o de los
OMG en caso de dispersion imprevista

A partir del derrame de la vacuna puede producirse diseminacion del OMG.
Puede destruirse quimicamente mediante un desinfectante como lejia clorada
al 10%, yodo al 10%, o un desinfectante acuoso equivalente. La vacuna que
pueda ser derramada durante el procedimiento de vacunacion se limpiara con
material absorbente y con los desinfectantes prescritos. Todos los materiales
utilizados durante la limpieza se desinfectaran con los mismos productos o por
calor.
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Teniendo en cuenta que la cantidad que pueda derramarse es muy limitada, no
es necesario prever un procedimiento especifico para la limpieza general de los
alojamientos en los que se mantendran los animales hasta el final del ciclo de
produccion. En cualquier caso, al final del ciclo de produccion, los alojamientos
de las aves seran desinfectados mediante desinfeccion habitual y los métodos de
limpieza vigentes en la granja.

2. Métodos de eliminacion del OMG o de los OMG de las &reas potencialmente
afectadas

Ver el parrafo J.1.

3. Métodos de eliminacion o saneamiento de plantas, animales, suelos, etc. que
pudieran ser expuestos al organismo durante la dispersion o después de la
misma

No procede. EI OMG no es capaz de sobrevivir en el medio ambiente mas de 8
horas. No se propaga a partir de los pollos a otros animales.

4. Planes de proteccion de la salud humana y del medio ambiente en caso de que
se produzca un efecto no deseable

El riesgo del uso de esta vacuna para la salud publica es insignificante. La
exposicion humana se limita a las personas que administran esta vacuna o
manipulan las aves vacunadas. El virus de la Viruela aviar (FPV) se sabe que
no es de importancia para la salud publica y no se conocen documentaciones de
infecciones en seres humanos.

En general, el riesgo para el medio ambiente se minimiza mediante su uso en
un entorno controlado, en la granja. Toda reaccion adversa se comunicara a la
empresa y a las autoridades pertinentes de acuerdo a los procedimientos de
farmacovigilancia en vigor.
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