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

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

v

A\ 4 Cualquier técnica para la modificacion

VECTOR (virus, plasmido o de cualquier otra genética} ‘ del organismo receptor:

naturaleza). Puede haberse obtenido de células recombinacion por  vectores,

de mamifero, insecto, planta, bacteria..., sin que 3| macroinyeccion, microinyeccion,

éstas se consideren el organismo donante. transfeccion, transduccion transformacion,
nucleofeccion...

Modificacion
genética

ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE

Organismo cuyo material genético ha sido modificado de ORGANISMO RECEPTOR

alguna manera (mediante delecion, mutacion dirigida, ¢ Organismo que sufre la modificacion
sustitucion o insercion de gen(es) o cualquier secuencia de genética,

DNA) que no se produce naturalmente en el apareamiento

ni en la recombinacion natural.
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I1. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD:

1. Debe senalarse si para la ejecucion de esta actividad se recibe financiacion del Plan Nacional de
Investigacion Cientifica, Desarrollo e Innovacion Tecnologica. 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.

sI X NO [

Si la respuesta a la pregunta anterior es SI, debe justificarlo especificando’:

— Nombre de la convocatoria:

‘ Proyectos Consolidacion Investigadora 2022

— Referencia del Proyecto y referencia IP del mismo:

‘ CNS2022-135593; IP: Urtzi Garaigorta de Dios

— Organismo financiador:

‘ Ministerio de Ciencia e Innovacion

Otro tipo de financiacion? []

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

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

| A/ES/00/1-08.

— Fecha de autorizacion de la instalacion:

| 06-03-2000.

Si el OMG no se genera en la instalacion®:

— Nombre de la instalacion de origen del OMG:

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

TASAS

Estan exentos del pago de la tasa los casos en los que se cumplan dos requisitos, que la actividad se realice en el marco de los Planes Estatales
de Investigacion Cientifica y Técnica y de Innovacion; y que se desarrolle por una institucion, ente u érgano publico.

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

3 Debe tenerse en cuenta que, si los OMG proceden de otra instalacién espafiola, ésta debera haber cumplido con los requisitos establecidos en
la legislacion espafiola de OMG. Si la actividad no dispone de nimero de notificaciéon en el momento de presentar la solicitud, se debera
indicar el numero de registro asignado a la misma.
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— Numero de referencia de la notificacion de la instalacion en el caso de que se ubique en
Espana (A/ES/../1-..):

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

3. Finalidad de la actividad:

Las actividades para las cuales se solicita autorizacion tienen como finalidad estudiar la funcién
de genes celulares y virales de interés en la regulacion de la expresion génica de DNAs
episomales del virus de la hepatitis B (VHB). Para ello, se utilizaran lineas celulares humanas
modificadas genéticamente mediante transduccion con lentivirus (A/ES/23/170) o retrovirus
(A/ES/23/171) autorizadas por el Consejo Interministerial de OMG (CIOMG) a realizar en la
instalacion NCB2 autorizada con numero de resolucion A/ES/18/1-08 y que seran sometidas a
infeccion con el VHB o seran transfectadas con la forma silvestre episomal del genoma del VHB.

Las infecciones con el VHB recombinante y la transfeccion con la forma silvestre del genoma del
VHB, producido in vitro, se llevaran a cabo en las instalaciones de nivel 3 de contencion
bioldgica del CNB autorizadas (A/ES/00/1-8). La produccion y utilizacion del VHB recombinante
en células humanas susceptibles (HepG2-NTCP) fue previamente autorizada por la
Comision Nacional de Bioseguridad (A/ES/17/01).

4. Clasificacion de la actividad:

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

Tipo3 [X
Tipo 4 []

4 Legislacion vigente que afecta al transporte de OMG:

- (ADR) Clase 6.2 (Materias infecciosas) del Acuerdo Europeo de Transporte Internacional de Mercancias Peligrosas por Carretera y
principales modificaciones.

- Reglamento (CE) N° 1/2005 del Consejo, de 22 de diciembre de 2004, relativo a la proteccion de los animales durante el
transporte y las operaciones conexas y por el que se modifican las Directivas 64/432/CEE y 93/119/CE y el Reglamento (CE) N°
1255/97. Ley 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de los animales, en su explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio
(BOE num. 268, 8.11.2007)

- Reglamento (CE) N° 1946/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 15 de julio de 2003, relativo al movimiento
transfronterizo de organismos modificados genéticamente [Diario Oficial L 287 de 5.11.2003].

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

- Guidance on regulations for the Transport of Infectious Substances Edicion bianual de la OMS
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II. INFORMACION RELATIVA A LA OBTENCION DEL OMG (ver pie de pgina®)

1. Organismo receptor del cual deriva el OMG:

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

Virus

Oodoodn

Protozoos

-Especificar el nombre cientifico y comun:

a. Descripcion de los métodos de identificacion y aislamiento.
i) Técnicas de aislamiento:
ii) Técnicas de identificacion:
iii) Marcadores genéticos:
iv) Marcadores fenotipicos:
v) Estabilidad genética:
b. La cepa/linea celular receptora: ;esta libre de agentes bioldgicos contaminantes?

st ]

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

| |
NO []

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

¢. Modificacion genética anterior:

st ]

— Describir:

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

> No es necesario cumplimentar este apartado si el OMG procede de una instalacion ya autorizada en Espafia y el OMG ha sido
también autorizado, o esta en proceso de autorizacion en otra instalacién. Consultar la Guia practica para la remision de solicitudes

de registro de instalaciones para llevar a cabo actividades de utilizacion confinada con organismos modificados genéticamente sobre
el documento de acceso a la informacion que es obligatorio presentar.
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NO []

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

st []

Para:
Humanos
Animales
Plantas

Otros

oo

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

NO []

e. En el caso de cepas no virulentas de especies patogenas: /es posible excluir la reversion a la
patogenicidad?

ST [] NO []

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

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

esporas asexuales (hongos)

Dooogn

esporas sexuales (hongos)

otros, especifiquese:

NO []

ii) Otros factores que afectan la capacidad de supervivencia:
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iii) Posibles nichos ecologicos:

iv) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

Efectos posibles sobre el medio ambiente:

i) Implicaciones en procesos ambientales (p.ej. fijacion del nitrogeno o regulacion del pH
del suelo):
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ii) Interacciones con otros organismos y efectos sobre €stos:

i. Distribucion geografica y tipo de ecosistema en el que se encuentra el organismo receptor:

j. Habitat natural del organismo:

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

Humanos
Animal
Planta
Bacteria
Hongo

Virus

oot

Protozoos

-Especificar el nombre cientifico y comun:

a. Se trabaja con ¢l durante la actividad:

s [] NO []

b. La cepa/linea celular donante: ;esta libre de agentes bioldgicos contaminantes?

st ]

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

| |
NO []

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

¢. Modificacion genética anterior:

st ]

— Describir:
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3.

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

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

SI [ ] Para:
Humanos
Animales
Plantas

Otros

oot

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

NO []

e. En el caso de cepas no virulentas de especies patogenas: jes posible excluir la reversion a la
patogenicidad?

ST [] NO [

f. Tipo de material genético obtenido del organismo donante (gen codificante o fragmento del

mismo, miRNA, IncRNA, etc.):

g. M¢étodo de obtencion:

— Extraccion |:|
~ PCR []
— Sintesis in vitro []

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

(Intercambian los organismos donante y receptor material genético de forma natural?
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IVv.

INFORMACION RELATIVA A LA MODIFICACION GENETICA (ver pie de pigina%)

1. Objetivo de la modificacion genética (sobreexpresion, silenciamiento, otros):

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

— Sustitucion de bases

HEEN

— Otros, especifique:

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

— Transfeccion

ODooogod

— Fusion celular

Otros, especifique:

4. (Se ha utilizado un vector en el proceso de modificacion?
st [] NO []
En caso afirmativo:

a. Tipo e identidad del vector (plasmido, virus, otros):

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

ii) Si se trata de virus:

- Es defectivo en replicacion Si [] NO []

® No es necesario cumplimentar este apartado si el OMG procede de una instalacion ya autorizada en Espafia y el OMG ha sido
también autorizado, o esta en proceso de autorizacion en otra instalacién. Consultar la Guia practica para la remision de solicitudes

de registro de instalaciones para llevar a cabo actividades de utilizacién confinada con organismos modificados genéticamente sobre
el documento de acceso a la informacion que es obligatorio presentar.
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C.

- Indicar como se obtiene el vector viral. Si se utilizan pldsmidos para su obtencion
aportar mapa de restriccion del/los plasmido/s. Indicar las funciones y posicion de genes
estructurales, genes marcadores, elementos reguladores, sitios de insercion, origen de
replicacion, origen, funcién y secuencia de otros elementos presentes.

Gama de hospedadores del vector:

Caracteristicas de la movilidad del vector:

i) factores de movilizacion

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

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

5. Informacién de la secuencia insertada, delecionada o modificada.

a.

b.

C.

d.

.

Funcion especifica de cada parte de la secuencia insertada, delecionada o modificada:

Informacioén sobre los genes estructurales:

Informacién sobre los elementos reguladores:

(Ha sido secuenciada?

(Contiene secuencias que no son necesarias para la funciéon deseada? En caso afirmativo,
especifiquese.

(Contiene secuencias cuya funcion es desconocida? En caso afirmativo, especifiquese.

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

a. Si el vector es un plasmido:

i) Se pierde []
ii) Se inserta en el genoma []
- Aleatoriamente []
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- En un sitio definido |:|

o Localizacién cromosdmica:

o Secuencias colindantes:

o Lainsercion activa o inactiva la expresion de otros genes:

iii) Se mantiene en forma episémica |:|

- Numero de copias:

- Se dispone de informacién sobre la estabilidad del vector

b. Si el vector es un virus:
i) Se mantiene en forma episémica ]
ii) Se inserta en el genoma []

- La insercion se produce al azar

HEN

- La insercion es especifica

o Localizacién cromosdmica:

o Secuencias colindantes:

o Lainsercion activa o inactiva la expresion de otros genes:

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

c. Andlisis moleculares previstos relativos a la expresion del producto deseado (PCR, Southern,

Northern, secuenciacion, otros):
i) Determinacion de la estructura del inserto (secuenciacion) [ ]
ii) Transcripcionales (nivel de sintesis de mRNA) []

iii) Traduccionales (nivel de sintesis de proteinas) []
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V. INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE
(OMG) (ver pie de pagina’)

1. Descripcion del OMG final

Se trata de lineas celulares humanas (HepG2. HepG2-NTCP, Huh-7 y HEK-293T) que
sobreexpresan genes celulares, virales o reporteros de interés, o que expresan secuencias de
silenciamiento especificas de genes de interés, tal y como queda recogido en los anexos de las
autorizaciones A/ES/23/170 y A/ES/23/171 aprobadas por el CIOMG como ACT?2 a realizar en la
instalacion NCB?2 autorizada con nimero A/ES/18/1-08.

Estas lineas celulares se utilizaran en las instalaciones NCB3 para estudios en el contexto de la
infeccion por el VHB y transfeccion con el genoma episomal del VHB, tal y como se explica en el
apartado VI. Descripcion de las operaciones.

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

a. (Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a la capacidad de supervivencia
fuera de las condiciones de cultivo? En caso afirmativo, especifiquese:

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

c. (Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a la patogenicidad para el ser
humano, plantas o animales? En caso afirmativo, especificar:

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

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

f. Marcadores especificos del OMG:

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

7 No es necesario cumplimentar este apartado, salvo el punto 1, si el OMG procede de una instalacién ya autorizada en Espaiia y el
OMG ha sido también autorizado, o esti en proceso de autorizacion en otra instalacion. Consultar la Guia practica para la remision
de solicitudes de registro de instalaciones para llevar a cabo actividades de utilizacion confinada con organismos modificados
genéticamente sobre el documento de acceso a la informacién que es obligatorio presentar.
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4. Posibilidad de transferencia de material genético a otros organismos. Justificar:

5. Descripcion de métodos de identificacion y aislamiento planificados:

a. Técnicas utilizadas para la identificacion del OMG:
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VI

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

DESCRIPCION DE LAS OPERACIONES

1.

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

Infeccion con el VHB en instalaciones NCB3 con la finalidad de estudiar el efecto que las
manipulaciones genéticas realizadas en las lineas celulares humanas (OMGs) tienen sobre el
establecimiento de la infeccion del VHB permitiendo identificar las etapas virales reguladas en
cada situacion experimental. Para ello, las células OMG se sembraran en placas multipocillo de 96
a 12 pocillos por placa y serdn sometidas a infeccion con el VHB a una multiplicidad de infeccion
de 500 equivalentes de genoma por célula lo que garantiza que el 10-15% de las células expresen
genes virales a las 96 horas post-infeccion. Los pardmetros virales de interés (produccion de
mRNA, proteinas virales y DNA viral) se mediran a distintos tiempos post-infeccion (desde los 3
dias hasta los 10 dias) mediante RT-qPCR (mRNA viral), Western-blot, inmunofluorescencia o
ELISA (proteinas virales), y qPCR (DNA viral derivado de replicacion), respectivamente.

Produccion de la forma silvestre del genoma episomal del VHB (iv-cccDNA) por técnicas de
biologia molecular: La secuencia lineal de longitud completa que contiene el genoma del VHB se
obtendrd mediante amplificacion por PCR invertida utilizando oligonucledtidos especificos a
partir de DNA total extraido de células infectadas por el VHB en el laboratorio NCB3 del CNB.
El laboratorio del Dr. Urtzi Garaigorta ya dispone de la autorizacion para la generacion y uso del
virus VHB en dichas instalaciones (A/ES/17/01). E1 DNA lineal generado por PCR se purificard y
se clonara en el plasmido comercial pGEM-T-easy de Promega
(https://www.promega.es/products/pcr/per-cloning/pgem-t-easy-vector-
systems/?catNum=A1360).

El plasmido resultante se crecerd en bacterias no patogénicas del tipo E. coli DHS5alpha para
amplificarlo y su secuencia se confirmard mediante secuenciacion masiva por Oxford Nanopore
Technology a través de la empresa PlasmidSaurus. Una vez verificada la secuencia correcta el
plasmido (pGEMT-VHB) sera sometido a digestion con enzimas de restriccion que permitan la
ligacion intramolecular del fragmento de DNA que contiene la secuencia completa del genoma
del VHB. La ligacion dara como resultado la generacion de una molécula circular de 3182 pares
de bases (secuencia completa del DNA del VHB) que carece de secuencias bacterianas y que por
lo tanto no se puede amplificar en bacterias. El producto de ligacion se sometera a digestion con la
enzima T5 exonucleasa con el fin de eliminar cualquier molécula lineal contaminante que no se
haya ligado intramolecularmente y se purificard mediante un kit comercial de purificacion de
DNA de NzyTech. El iv-cccDNA resultante se utilizard en experimentos de transfeccion en
células hepaticas (por ejemplo: Huh-7 y HepG2) que habréan sido o no previamente transducidas
para manipular la expresion génica de genes de interés (ACT 2 aprobadas con niimero de
autorizacion: A/ES/23/170 y A/ES/23/171).

Estas transfecciones del iv-cccDNA se realizaran en el laboratorio NCB3 del CNB, para lanzar la
expresion génica viral y establecer asi un nuevo modelo de infeccion por el VHB que permita
estudiar la replicacion viral en ausencia de etapas previas limitantes, como son la entrada del virus
y la reparaciéon de su genoma. La expresion génica derivada del iv-cccDNA dara lugar a la
expresion de las mismas proteinas virales que se producen durante la infeccion natural por el VHB
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que son y tienen las siguientes funciones: (1) la proteina del core, necesaria para la encapsidacion
del RNA pregendémico (pgRNA) viral para el proceso posterior de replicacion viral; (2) la
polimerasa, encargada de los pasos de retrotranscripcion del pgRNA y replicacion del genoma
viral; (3) la proteina X, que interacciona con proteinas celulares regulando aspectos relacionados
con la transcripcion viral y celular; y, (4) las proteinas L, M y S de la envuelta también conocido
cono antigeno S (HBsAg), necesarias para la entrada del virus en la célula hepatica.

Transfeccion del genoma episomal del VHB en instalaciones NCB3 con la finalidad de
establecer un modelo viral que permita estudiar los efectos de las manipulaciones genéticas
directamente sobre la estabilidad y actividad transcripcional del cccDNA del VHB. Este modelo
permite obviar efectos que pudieran darse en etapas tempranas de la infecciéon como: la entrada
viral o la produccién del cccDNA, y permiten centrar directamente el estudio en la regulacion de
la expresion génica viral, replicacion y produccion de particulas virales. Para ello se sembraran las
células OMG en placas multipocillo de 6 o 12 pocillos por placa y seran sometidas a transfeccion
con el reactivo Fugene HD (Roche) siguiendo las especificaciones del fabricante. Se transfectard
1ug de iv-cccDNA por cada 1x10° células. Pasadas 20 a 24h se retirara el medio de transfeccion,
se lavaran las células con PBS y se incubaran en medio de cultivo fresco durante periodos
variables de tiempo dependiendo de los requerimientos experimentales. Los parametros virales de
interés (produccion de mRNA y proteinas virales) se medirdn a distintos tiempos post-
transfeccion (24, 48, 72 y 96 horas) mediante RT-qPCR y Western-blot, inmunofluorescencia o
ELISA, respectivamente.

2. Informacion sobre el volumen o cantidad de OMG a utilizar:
a. Volumen o concentracion méaxima por ensayo en el caso de microorganismos.

i)  Para preparacion de lotes

‘ No aplica

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

Se sembraran las células modificadas genéticamente en placas multipocillo de 96 a 12
pocillos por placa dependiendo del experimento a realizar. Estas se someteran a:

Infeccidon con el VHB (moi = 500 equivalentes de genoma por célula) en instalaciones
NCB3

Transfeccion de lpg de iv-cccDNA de VHB por cada 1x10° células mediante
liposomas (Fugene HD) en instalaciones NCB3.

b. Numero aproximado de plantas por ensayo:

‘ No aplica ‘

¢. Numero aproximado de animales por ensayo:

‘ No aplica ‘

3. Naturaleza de las operaciones:
a. Ensenanza

b. Investigacion

X

¢. Desarrollo
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4. Periodo previsto para la actividad de utilizacion confinada:

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

‘ Al menos 5 aflos
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VII. EVALUACION DE RIESGO (ver pie de pagina®)

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

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

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

a. Organismo receptor.

b. Organismo donante.

c. Inserto.

d. Vector.

2. Identificar las posibles propiedades nocivas del OMG’

a. Efectos para la salud humana y la sanidad animal y vegetal.

Las lineas celulares (OMGs) que se van a utilizar no tienen efectos sobre la salud humana,
animal o vegetal. Ademas, se mantendran en laboratorios de nivel 2 y 3 de contencion bioldgica
y unicamente abandonaran dichas instalaciones tras ser sometidos a inactivacion quimica.

b. Efectos para el medio ambiente.

Las lineas celulares (OMGs) que se van a utilizar no tienen efectos sobre el medio ambiente.
Ademas, se mantendran en laboratorios de nivel 2 y 3 de contencidn bioldgica y tnicamente
abandonaran dichas instalaciones tras ser sometidos a inactivacion quimica.

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

Las fases mas criticas tienen que ver con los ensayos de infeccion con el VHB o transfeccion del
iv-cccDNA del VHB, ya que se trata de un agente biologico de riesgo 3. Es por ello que todas las
manipulaciones que conlleven el uso del VHB se realizaran en el laboratorio de CBN3 siguiendo
la normativa vigente.

Se evitard la centrifugacion y la formacion de aerosoles que pueden implicar un mayor riesgo de
bioseguridad.

8 No es necesario cumplimentar este apartado, salvo los puntos 2, 3 v 4, si el OMG procede de una instalacién ya autorizada en
Espaiia y el OMG ha sido también autorizado, o esta en proceso de autorizacion en otra instalacion. Consultar la Guia practica para
la_remision de solicitudes de registro de instalaciones para llevar a cabo actividades de utilizacion confinada con_organismos
modificados genéticamente sobre el documento de acceso a la informacién que es obligatorio presentar.

%, Si se considera que no tienen efectos adversos para la salud y el medio ambiente, también hay que justificarlo.
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Descripcion de las medidas de confinamiento y proteccion que vayan a aplicarse en las diferentes
fases:

Todos los experimentos de infeccion con el VHB y transfeccion del iv-cccDNA del VHB se
realizardn en las instalaciones de nivel 3 de contencién biologica siguiendo las normas de
bioseguridad establecidas y recogidas en el reglamento de funcionamiento del laboratorio de
cultivo de nivel 3 del CNB.

Todos los miembros del laboratorio que trabajaran en contacto con el VHB estan ya vacunados
frente al VHB y presentan serologia positiva por lo que se consideran protegidos ante la infeccion
en caso de que por accidente se expusieran al virus.

Todos los residuos bioldgicos que se generen seran inmediatamente inactivados dentro de los
recintos de contencion (cabinas de bioseguridad) mediante la utilizacion de germicidas de amplio
espectro usados en rotacion. Posteriormente, los residuos liquidos ya inactivados se enviaran a la
planta de tratamiento de efluentes liquidos del laboratorio y los solidos se autoclavaran. Los
procedimientos de autoclavado y esterilizacion por calor en la planta “Biowaste” se han validado
previamente y se validaran periddicamente mediante la utilizacion de kits de esporas del
microorganismo testigo Bacillus stearothermophilus. Estas validaciones se han realizado a nivel
interno (servicio de bioseguridad del CNB) y a nivel externo (empresas homologadas en
validaciones de estos sistemas). Para mayor informacion remitirse a la solicitud de autorizacion de
la instalacion.
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VIII. DESCRIPCION DE LAS MEDIDAS DE PROTECCION Y CONTROL ADOPTADAS
DURANTE LA UTILIZACION CONFINADA!

1. Adopcion de las Buenas Practicas de Laboratorio:

Las normas a seguir seran las expuestas en el reglamento de funcionamiento del laboratorio de
cultivos “in vitro” de nivel 3 de contencion bioldgica incluido en la solicitud de autorizacion.

2. Formacion del personal adscrito:

El personal adscrito ha recibido la formacion e informacion indicada en “Descripcion de la
informacion suministrada a los trabajadores”, apartado que se adjunt6 a la documentacion para la
solicitud de autorizacion del laboratorio de cultivos “in vitro” de nivel 3 de contencion bioldgica.

Todo el personal implicado tiene experiencia en la manipulacion de los agentes biologicos que se
indican en esta solicitud y su formacion académica es licenciatura o doctorado.

3. Programas de limpieza/desinfeccion/descontaminacion:

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

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

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

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

Vienen descritos en el apartado 6.D. del Reglamento de funcionamiento de la instalacion y mas
especificamente en “Procedimientos y planes de comprobacion de la eficacia permanente de las
medidas de confinamiento”. Esta informacion se ha incluido en la documentacion
correspondiente a la solicitud del laboratorio Ademas el servicio de seguridad biologica velara por
el cumplimiento de las normas de control de acceso, manipulacion, descontaminacion,
esterilizacion, sanitizacion, etc. segun se indica en diferentes apartados del citado Reglamento.

IX. GESTION E INACTIVACION DE RESIDUOS
1. Encargado de la gestion de residuos:
a. Gestion interna: Si X NO []

— Método de inactivacion, forma final, destino de cada uno de los tipos de residuos
generados:

Todo lo concerniente a la gestion de los residuos generados se especifica en los apartados 4.F
y 6.H del Reglamento de funcionamiento de la instalacion que se ha incluido en la
documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio

b. Gestion por una empresa externa:  SI X NO []

19 En el caso de que la actividad se realice en una instalacién ya autorizada, se deberan describir las medidas de proteccién adicionales a las
descritas en el formulario B que se present6 en la solicitud para la autorizacion de la instalacion, teniendo en cuenta el riesgo especifico de la
actividad.
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— Nombre de la empresa externa encargada de la gestion de los residuos:

CONSENUR

X. PREVENCION DE ACCIDENTES DE LA ACTIVIDAD NOTIFICADA

1.

Condiciones en las que podria producirse un accidente:

Vienen indicadas en el Plan de emergencias y evacuacion incluido en la documentacion
correspondiente a la solicitud del laboratorio.

Equipamiento de seguridad (especifiquese):

Viene indicado en el Plan de emergencias y evacuacion incluido en la documentacion
correspondiente a la solicitud del laboratorio

Descripcion de la informacion y formacion suministrada a los trabajadores:

Documentacion:
-Manual de Seguridad e Higiene en los laboratorios del CNB.

-Reglamento de Funcionamiento y Plan de Emergencias del laboratorio de cultivos “in vitro”
de nivel 3 de contencion biologica del CNB.

-Procedimientos Normalizados de Trabajo del Servicio de Bioseguridad del CNB.
Cursos y seminarios:

-Seminarios generales sobre normas de seguridad frente a agentes biologicos, quimicos y
radiactivos impartido por el Servicio de Bioseguridad del CNB.

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

Planes de emergencia y contingencia:

El Plan de emergencias y evacuacion del laboratorio se ha incluido en la documentacion
correspondiente a la solicitud del laboratorio.
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