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

secuencia de ADN

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
mutagénesis que implique delecidn, insercion u otra modificacion de la

sea modificado mediante

A 4
VECTOR (virus, plasmido o de cualquier otra

mamifero, insecto, planta, bacteria..., sin que
éstas se consideren el organismo donante.

naturaleza). Puede haberse obtenido de células de
) —

v

Cualquier técnica para la modificacion
genética del organismo receptor:
recombinacidn por vectores, macroinyeccion,
microinyeccion, transfeccion, transduccion
transformacion, nucleofeccion...

ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE

Organismo cuyo material genético ha sido modificado de
alguna manera (mediante deleciéon, mutacion dirigida,
sustitucion o insercion de gen(es) o cualquier secuencia de
DNA) que no se produce naturalmente en el apareamiento

ni en la recombinacidn natural.
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€| Organismo que sufre la modificacion

genctica,




II. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD:

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

st [] NO [X

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

— Nombre de la convocatoria:

— Referencia del Proyecto y referencia IP del mismo:

— Organismo financiador:

Otro tipo de financiacion® []

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

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

| A/ES/16/1-06

— Fecha de autorizacion de la instalacion:

| 27 mayo 2016

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
Espafia (A/ES/../..)

ITASAS

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 6rgano
publico.

2 Se deber4 aportar la informacién que permita verificar esta circunstancia.

3 Debe tenerse en cuenta que, si los OMG proceden de otra instalacion espafiola, ésta deberd haber cumplido con los requisitos establecidos en
la legislacion espafiola de OMG.
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— Numero de referencia de la notificacion de la instalacion en el caso de que se ubique en
Espana (A/ES/../I-..):

— Explicar como se realiza el transporte del OMG desde la instalacién 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:

La peste porcina africana (PPA) representa hoy en dia la mayor amenaza para la industria porcina
en todo el mundo. No hay vacuna ni tratamiento contra el virus de la PPA (VPPA), y actualmente
la Gnica forma de luchar contra la enfermedad, de declaracion obligatoria a la OMSA (antigua
OIE), es el sacrificio de los animales afectados y de los que se encuentran dentro del perimetro del
foco de la infeccion, medidas cuestionables desde el punto de visto tanto ético como econdémico.
Asi pues, la necesidad de obtener una vacuna frente a la PPA es méxima. En nuestro grupo hemos
desarrollado un prototipo vacunal LAV (live-attenuated vaccine): una cepa del VPPA atenuada
mediante delecion del CD2v, codificado por el gen EP402R. Dicha cepa (BA71ACD?2) es capaz de
proteger frente a una infeccién por su cepa parental y frente a otras cepas del mismo genotipo
(genotipo I) o de otros (genotipo II).

El objetivo de esta actividad es avanzar en los estudios de seguridad vacunal, evaluando la
diseminacion de la vacuna en los animales vacunados, a distintos tiempos después de vacunar.

Todos los experimentos se realizardan en las instalaciones de alta biocontencion (nivel de
bioseguridad 3) del CReSA una vez aprobados por los comités de experimentacion animal (IRTA
y Generalitat) y el Comité de Bioseguridad del IRTA y la Comision Nacional de Bioseguridad.

4. Clasificacion de la actividad:

(Para la clasificacion del tipo de riesgo de las operaciones se seguira el procedimiento establecido
conforme al articulo 4y 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).

Tipo 3 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 acompaiiamiento en el movimiento transfronterizo:
https://bch.cbd.int/protocol/

Guidance on regulations for the Transport of Infectious Substances Edicion bianual de la OMS

4 de 24


http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=2005&nu_doc=1
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Directive&an_doc=1964&nu_doc=432
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http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=2003&nu_doc=1946
https://bch.cbd.int/protocol/
https://www.who.int/publications/i/item/9789240019720

III. INFORMACION RELATIVA A LA OBTENCION DEL OMG

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

Protozoos

OXOOdoo

-Especificar el nombre cientifico y comun:

Virus de la peste porcina africana (VPPA) - cepa BA71, Familia Asfarviride, género Asfivirus.
Nombre comun: Virus de la Peste Porcina Africana

a. Descripcion de los métodos de identificacion y aislamiento.

i) Técnicas de aislamiento: La cepa BA71 fue aislada en 1971 en Badajoz (Espafia). Se cultiva
en macrofagos alveolares porcinos (MAPs), linea celular primaria, aislados de pulmones de
cerdo. El aislamiento del OMG se realizé6 mediante consecutivas rondas de purificacion y
clonaje en cultivo celular. El estoc de virus vacunal (OMG) se mantiene mediante pases en
células COS-7 (ATCC® CRL-1651™),

ii) Técnicas de identificacion: PCR, Presencia de hemadsorcion viral
iii) Marcadores genéticos: proteinas p72, p30 o p52
iv) Marcadores fenotipicos: no aplica
v) Estabilidad genética: el virus es estable a largo plazo
b. La cepa/linea celular receptora: ;esta libre de agentes biologicos contaminantes?

SI X

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

‘ No aplica

NO []

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

c. Modificacion genética anterior:

ST []

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

NO [X

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):

‘ Patogeno en Sus crofa, de forma dosis-dependiente No es patogeno para humanos.

SI X

Para:
Humanos
Animales
Plantas

Otros

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

‘ No aplica

NO []

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

SI [ ] NO [X

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

Se han realizado estudios previos de reversion a la virulencia con la dosis a utilizar de OMG, y se
ha comprobado que no revierte.

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?:
SI X] es un virus y no produce ninguna estructura como las abajo citadas.
- Capacidad de crear estructuras de resistencia o letargo:
esporas
endosporas
quistes
esclerocios

esporas asexuales (hongos)

Dooggn

esporas sexuales (hongos)

otros, especifiquese

NO []

ii) Otros factores que afectan la capacidad de supervivencia:
Otros factores que pueden afectar a la capacidad de supervivencia son la temperatura, la
humedad relativa y el pH. El VPPA es resistente a bajas temperaturas, pero se ha visto que
el virus se inactiva a 56°C durante 70 min o 60°C durante 20 minutos. El virus en aerosoles
no es viable cuando la humedad relativa esta por encima del 50%. También se ha observado
inactivacion del virus a pH <3.9 0 >11.5.

REFERENCIAS:

e https://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Animal Health in the World/docs/pdf/Dise
ase_cards/AFRICAN SWINE FEVER.pdf

e Kalmar ID, Cay AB, Tignon M. Sensitivity of African swine fever virus (ASFV) to heat,
alkalinity and peroxide treatment in presence or absence of porcine plasma. Vet
Microbiol. 2018;219:144-149. doi:10.1016/j.vetmic.2018.04.025

e W. Plowright & J. Parker. The stability of African swine fever virus with particular
reference to heat and pH inactivation. Arch Gesamte Virusforsch. 1967;21(3):383-402.
doi: 10.1007/BF01241738.
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Donaldson Al, Ferris NP. The survival of some air-borne animal viruses in relation to
relative humidity. Veterinary Microbiology. 1976;1(4):413-420.

iii) Posibles nichos ecologicos:

Cerdos, jabalies, garrapatas del género Ornithodoros y cerdos salvajes africanos
(facoqueros, etc.) y carcasas de animales muertos a causa de la PPA.

iv) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

Si un animal es infectado, empezara a mostrar sintomas a partir de aproximadamente el dia
4 post-infeccion.

. Efectos posibles sobre el medio ambiente:

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

‘ No presenta ninguna implicacion en procesos ambientales.
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ii) Interacciones con otros organismos y efectos sobre éstos:

Si infecta un cerdo doméstico o un jabali, este podria reproducir la enfermedad.

Por otro lado, no se esperan interacciones con otros organismos en el medio ambiente ni
tampoco ningin efecto en ningin otro organismo (a parte del modelo experimental a
utilizar). Los experimentos se realizaran en instalaciones de bioseguridad de nivel 3 (BSL3)
para eliminar cualquier probabilidad de que los virus se diseminen en el ambiente.

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

El agente se encuentra, de forma natural, en diversos paises de Africa Subsahariana. En territorio
europeo, se encuentra en algunos paises del este de Europa (y también en Bélgica, Grecia,
Alemania, Italia continental y Cerdefia). En Asia se puede encontrar en China, Vietnam, Laos,
Corea, entre otros.

j. Habitat natural del organismo:

Cerdos, jabalies, garrapatas blandas del género Ornithodoros y cerdos salvajes africanos.

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

DX goo

Protozoos

-Especificar el nombre cientifico y comun:

Escherichia coli. Taxonomia: Reino: Bacteria; Filo: Proteobacteria; Clase: Gamma
Proteobacteria; Orden: Enterobacteriales; Familia: Enterobacteriaceae; Género: Escherichia;
Especie: Escherichia coli

a. Se trabaja con ¢l durante la actividad:

ST [] NO [X

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

) S Y

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

‘ No aplica, cepa comercial

NO []

— Especificar si se conocen o se sospecha cuéles pueden ser.
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¢. Modificacion genética anterior:

SI ]

— Describir;

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

d. Se considera patégeno 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):

Escherichia coli forma parte de la microbiota intestinal de muchas especies animales,
incluyendo la humana. Escherichia coli podria actuar como patdégeno oportunista.

SI [ ] Para:
Humanos
Animales

Plantas

HEEEEEE

Otros

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

NO [X

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

SI [] NO []

f. Tipo de material genético obtenido del organismo donante (gen codificante o fragmento del
mismo. miRNA, IncRNA, etc.):

‘ ADN gen B-glucuronidasa (gen ‘reporter’).

g. Me¢étodo de obtencion:

— Extraccion []
— PCR X
— Sintesis in vitro []

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

Metabolismo de los carbohidratos en E. coli. El gen codifica para la enzima B-glucuronidasa.
Esta enzima cataliza la X-glucosa (5-brom-4-chloro-3-indolyl glucuronide) y da un color azul.
Esto facilita el aislamiento de los virus recombinantes.

3. (Intercambian los organismos donante y receptor material genético de forma natural?
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IV. INFORMACION RELATIVA A LA MODIFICACION GENETICA

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

La finalidad de la modificacion es la reduccion de la patogenicidad del VPPA para permitir la
induccion de una respuesta inmune protectora en los cerdos. Se quiere conferir capacidad protectora
para utilizarlo como una vacuna viva atenuada (/ive attenuated vaccine, LAV)..

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

— Delecion de material genético

O XX

— Sustitucion de bases

— Otros, especifique:

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

— Transfeccion

Ddoodood

— Fusion celular

Otros, especifique:

‘ Recombinacion homdloga

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

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

‘ Plasmido pLacIACD2

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.

El OMG resultante (virus recombinante) contiene la delecion del gen EP402R (que codifica la

proteina CD2v) y el gen gusA inserido en su lugar. El pldsmido-vector contiene los genes

virales EP152R y EP153R por un lado, y el gen EP364R que direccionan donde debe
producirse la recombinacion homologa en el virus.
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pLacl.ACD2
8526 bp

La incorporacion del gen gusA es necesaria para poder seleccionar los clones virales que
contienen la delecion deseada y el gen gusA en su lugar. Anadiendo el sustrato para la
proteina para la que codifica el gen gusA (usamos 5-brom-4-chloro-3-indolyl glucuronide
(X-glucosa)) se visualizan los clones de color azul para facilitar el aislamiento de los virus
recombinantes

Secuencia del gen gusA:

ATGTTACGTCCTGTAGAAACCCCAACCCGTGAAATCAAAAAACTCGACGGCCT
GTGGGCATTCAGTCTGGATCGCGAAAACTGTGGAATTGATCAGCGTTGGTGGG
AAAGCGCGTTACAAGAAAGCCGGGCAATTGCTGTGCCAGGCAGTTTTAACGA
TCAGTTCGCCGATGCAGATATTCGTAATTATGTGGGCAACGTCTGGTATCAGC
GCGAAGTCTTTATACCGAAAGGTTGGGCAGGCCAGCGTATCGTGCTGCGTTTC
GATGCGGTCACTCATTACGGCAAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTGATGG
AGCATCAGGGCGGCTATACGCCATTTGAAGCCGATGTCACGCCGTATGTTATT
GCCGGGAAAAGTGTACGTATCACCGTTTGTGTGAACAACGAACTGAACTGGC
AGACTATCCCGCCGGGAATGGTGATTACCGACGAAAACGGCAAGAAAAAGCA
GTCTTACTTCCATGATTTCTTTAACTACGCCGGGATCCATCGCAGCGTAATGCT
CTACACCACGCCGAACACCTGGGTGGACGATATCACCGTGGTGACGCATGTCG
CGCAAGCCTGTAACCACGCGTCTGTTGACTGGCAGGTGGTGGCCAATGGTGAT
GTCAGCGTTGAACTGCGTGATGCGGATCAACAGGTGGTTGCAACTGGACAAG
GCACCAGCGGGACTTTGCAAGTGGTGAATCCGCACCTCTGGCAATCGGGTGA
AGGTTATCTCTATGAACTGTGCGTCACAGCCAAAAGCCAGACAGAGTGTGATA
TCTACCCGCTGCGCGTCGGCATCCGGTCAGTGGCAGTGAAGGGCGAACAGTTC
CTGATCAACCACAAACCGTTCTACTTTACTGGCTTTGGCCGTCATGAAGATGC
GGATTTGCGCGGCAAAGGATTCGATAACGTGCTGATGGTGCACGATCACGCAT
TAATGGACTGGATTGGGGCCAACTCCTACCGTACCTCGCATTACCCTTACGCT
GAAGAGATGCTCGACTGGGCAGATGAACATGGCATCGTGGTGATTGATGAAA
CTGCAGCTGTCGGCTTTAACCTCTCTTTAGGCATTGGTTTCGAAGCGGGCAAC
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AAGCCGAAAGAACTGTACAGCGAAGAGGCAGTCAACGGGGAAACTCAGCAG
GCGCACTTACAGGCGATTAAAGAGCTGATAGCGCGTGACAAAAACCACCCAA
GCGTGGTGATGTGGAGTATTGCCAACGAACCGGATACCCGTCCGCAAGGTGC
ACGGGAATATTTCGCGCCACTGGCGGAAGCAACGCGTAAACTCGACCCGACG
CGTCCGATCACCTGCGTCAATGTAATGTTCTGCGACGCTCACACCGATACCAT
CAGCGATCTCTTTGATGTGCTGTGCCTGAACCGTTATTACGGATGGTATGTCCA
AAGCGGCGATTTGGAAACGGCAGAGAAGGTACTGGAAAAAGAACTTCTGGCC
TGGCAGGAGAAACTGCATCAGCCGATTATCATCACCGAATACGGCGTGGATA
CGTTAGCCGGGCTGCACTCAATGTACACCGACATGTGGAGTGAAGAGTATCA
GTGTGCATGGCTGGATATGTATCACCGCGTCTTTGATCGCGTCAGCGCCGTCG
TCGGTGAACAGGTATGGAATTTCGCCGATTTTGCGACCTCGCAAGGCATATTG
CGCGTTGGCGGTAACAAGAAGGGCATCTTCACCCGCGACCGCAAACCGAAGT
CGGCGGCTTTTCTGCTGCAAAAACGCTGGACTGGCATGAACTTCGGTGAAAAA
CCGCAGCAGGGAGGCAAACAATGA

ii) Si se trata de virus:
- Es defectivo en replicacion Si [] NO []

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

Gama de hospedadores del vector:

‘ Sdlo para transformacion en E.coli y recombinacién con VPPA

Caracteristicas de la movilidad del vector:

i) factores de movilizacion

‘ No aplica

ii) Si el vector es un bacteridfago ¢se han inactivado sus propiedades lisogénicas?

‘ No aplica

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

‘No

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

a.

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

La incorporacion del gen gusA es necesaria para poder seleccionar los clones virales que
contienen la delecion deseada y el gen gusA en su lugar. Anadiendo el sustrato para la proteina
para la que codifica el gen gusA (usamos 5-brom-4-chloro-3-indolyl glucuronide (X-glucosa))
se visualizan los clones de color azul para facilitar el aislamiento de los virus recombinantes.
La funcion de la proteina en E. coli es el metabolismo de los carbohidratos.

Informacion sobre los genes estructurales:
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‘ No aplica

¢. Informacion sobre los elementos reguladores:

‘ Promotor virico p72 controlando la expresion del gen ‘reporter’.

d. ;Ha sido secuenciada?

| si

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

‘ No.

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

‘ No.

6. Si se ha utilizado un vector, ;cual es su situacion final en el OMG?
a. Siel vector es un plasmido
i) Se pierde
ii) Se inserta en el genoma

- Aleatoriamente

ODOOX

- 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 episdémica []

- Numero de copias:

- Se dispone de informacion 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

Dot

- Lainsercién es especifica
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o Localizacién cromosOmica:

o Secuencias colindantes:

o Lainsercion activa o inactiva la expresion de otros genes:

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

c. Anadlisis moleculares previstos relativos a la expresion del producto deseado (PCR, Southern,
Northern, secuenciacion, otros):

i) Determinacion de la estructura del inserto (secuenciacion) [X
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)

1. Descripcion del OMG final

El OMG resultante es el virus de la PPA recombinante BA71ACD?2 contiene la delecion del gen
EP402R (que codifica la proteina CD2v) y el gen gusA inserido en su lugar. Es un virus atenuado,
no patdégeno, con capacidad protectora para utilizarlo como una vacuna viva atenuada

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

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

‘ No. ‘

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

‘ No. ‘

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

‘ Si, a las dosis ensayadas, no produce la enfermedad en cerdo. ‘

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

[ No |

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

‘ No aplica. ‘
f. Marcadores especificos del OMG:

‘ Gen ‘reporter’ gusA. ‘

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

‘ Es estable a largo plazo, andlisis en curso. ‘

4. Posibilidad de transferencia de material genético a otros organismos. Justificar:

‘ No. ’

5. Descripcion de métodos de identificacion y aislamiento planificados:

a. Técnicas utilizadas para la identificacion del OMG:

‘ PCR, secuenciacion. ’

b. Técnicas empleadas para aislar el OMG en el medio ambiente:
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No aplica. El OMG se usara inicamente en las instalaciones de alta seguridad bioldgica del
IRTA-CReSA por lo que no habra liberacion voluntaria en el medio ambiente.
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VI.

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 OMQG).

El objetivo de este proyecto es evaluar la diseminacion de vacuna en los animales vacunados a distintos
tiempos después de vacunar. Se seguira el siguiente disefio:

12 animales de 4 semanas de vida se transportaran de la granja de origen hasta las instalaciones de
CReSA.

Después de 2 semanas de aclimatacion a dia de inicio del estudio (D0) Se inmunizaran a todos los
animales con 2mL de vacuna, IN (virus de la PPA atenuado).

Diariamente se medird la temperatura rectal de los animales y se realizaran observaciones clinicas
individuales.

Semanalmente se obtendran muestras de sangre (y suero), hisopos nasales e hisopos rectales de todos
los animales ver la respuesta inmunitaria y los niveles de virus en cada uno de los animales (ELISA y
qPCR).

Se realizaran necropsias seriadas de dos animales/dia después de vacunar para determinar la
presencia de virus vacunal en los tejidos diana: linfonodo gastrohepatico, linfonodo submandibular,
tejido linfoide asociado a intestino (GALT), tejido linfoide asociado a bronquio (BALT), tonsila,
bazo, pulmon y rifiones..

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

i)  Parapreparacion de lotes

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

Inoculacion in vivo intranasal, 2mL de OMG en solucion salina (PBS) por animal.
Volumen total: 12mL

b. Numero aproximado de plantas por ensayo:

‘ No aplica

¢. Numero aproximado de animales por ensayo:

‘ 6 cerdos.

3. Naturaleza de las operaciones:

a. Ensefianza []
b. Investigacion X
¢. Desarrollo []

4. Periodo previsto para la actividad de utilizacion confinada:
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VIIL.

(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).

El proyecto empezard en octubre-noviembre 2023 y se prevé que finalice en diciembre 2023-enero
2024.

Todos los experimentos se realizaran en las instalaciones de alta seguridad del CReSA una vez
aprobados por los comités de experimentacion animal (IRTA y Generalitat), el comité de
Bioseguridad del IRTA y la Comision Nacional de Bioseguridad.

EVALUACION DE RIESGO

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).

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.

El VPPA afecta a cerdos domésticos y jabalies, causando una patogenia caracterizada por una
hemorragia interna generalizada que puede provocar mortalidades del 100% en cepas virulentas.
Asi, a partir de la cepa parental patogena BA71 se ha eliminado, mediante recombinacion
homologa, la proteina CD2v codificada por el gen EP402R. Dicha delecion hace que el virus sea
atenuado en su huésped natural, el cerdo. Este virus se ha generado en las propias instalaciones
de IRTA-CReSA.

. Organismo donante.

El organismo donante en el caso del OMG BA71ACD2 es Escherichia coli (donante de B-
glucuronidasa que reemplaza a CD2v). Dicha bacteria forma parte de la microbiota intestinal de
muchas especies animales, incluyendo la humana. Escherichia coli puede actuar como patdogeno
oportunista. La obtencion del plasmido de transferencia codificando para el gen gusA (utilizado
como gen “reporter” en el OMG resultante) se hizo por sintesis in vitro.

Inserto.

La funcioén del inserto (gen GusA) es el metabolismo de los carbohidratos por parte del organismo
donante, E. coli. Este gen en el GMO es necesario para seleccionar los clones y no tiene
propiedades nocivas

. Vector.

El vector de transferencia utilizado fue el plasmido pLaclACD2. El mapa del vector se muestra
en la seccion IV.4.a.i). Dicho vector no contiene ningun elemento regulatorio para eucariotas
conocido.

El OMG resultante no muestra ningin cambio durante la replicacion en cultivo celular
(macrdfagos alveolares porcinos, MAPs), y es atenuado.
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No se esperan interacciones con otros organismos en el medio ambiente ni tampoco ningun efecto
en ningun otro organismo. Los experimentos se realizaran en instalaciones de bioseguridad de
nivel 3 (BSL3), con lo que no se liberara al medio ambiente en ningiin momento

2. Identificar las posibles propiedades nocivas del OMG’

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

No tiene efectos nocivos en la salud humana. No se esperan interacciones con otros organismos
en el medio ambiente ni tampoco ningun efecto en ninglin otro organismo. Se han realizado varios
estudios de seguridad vacunal con el OMG administrado a la dosis que se utilizara en la presente
actividad y se ha demostrado que el virus recombinante es seguro y no revierte en cerdos.

b. Efectos para el medio ambiente.

No aplica. El OMG se usard inicamente en las instalaciones de alta seguridad bioldgica del IRTA-
CReSA por lo que no habra liberacion voluntaria en el medio ambiente.

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

Las fases criticas son aquellas en las que se manipula el OMG per se 0 muestras que puedan contener
el virus:

- la vacunacion: preparacion de indculo en laboratorio y administracion a los animales,

- la obtencién de muestras de los animales (sangrados, hisopados y necropsias) con presencia de
virus y la manipulacion de estas muestras en laboratorio.

4. Descripcion de las medidas de confinamiento y proteccion que vayan a aplicarse en las diferentes
fases:

Todas las actividades y fases del ensayo previsto con el OMG se hardn en las instalaciones de alta
bioseguridad del IRTA-CReSA. Las caracteristicas de la actividad son un uso confinado del OMG
para inoculacion en animales de experimentacion (cerdos), y obtencion de muestras para evaluar la
respuesta inmune frente al mismo y su diseminacion en el organismo. El confinamiento sera el
tipico de una unidad de Alta Biocontencion de grandes animales (con duchas obligatorias de salida,
filtracion absoluta el aire, descontaminacion quimica de los efluentes y eliminacion de las carcasas
infectadas por digestion alcalina o incineracion). Todas estas barreras de confinamiento y control
garantizan su no diseminacion al exterior, por tanto, nulo impacto ambiental. Todos los residuos
generados seran objeto de recogida por gestores autorizados. En los que respecta a la exposicion
humana, el patégeno animal es exclusivo de la especia porcina y no supone ningun riesgo para la
especie humana, pero el personal en los boxes experimentales trabajard con guantes y mascarilla
quirargica y en laboratorio todas las muestras se procesaran con los EPIs habituales y dentro de
cabina de seguridad biologica.

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

1. Adopcion de las Buenas Practicas de Laboratorio:

5. Si se considera que no tienen efectos adversos para la salud y el medio ambiente, también hay que justificarlo.

% En el caso de que la actividad se realice en una instalacion ya autorizada, se deberan describir las medidas de proteccion
adicionales a las descritas en el formulario B que se presento en la solicitud para la autorizacion de la instalacion, teniendo en
cuenta el riesgo especifico de la actividad.
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IX.

El Centre de Recerca en Sanitat Animal (CReSA) estd certificado en Buenas Practicas de
Laboratorio por la Generalitat de Catalunya (Departament de Salut) desde el afio 2009, con diversas
renovaciones. El certificado actual tiene la referencia BPL/2001/001/CAT (17/gener/2020).

2. Formacion del personal adscrito:

El personal experimental adscrito tiene experiencia probada desde hace muchos afos en el manejo
de infecciones experimentales con el virus de la peste porcina africana, salvaje y atenuado. El
personal al cargo de las instalaciones y el cuidado de los animales tiene experiencia equivalente. El
personal tiene a disposicion formaciones internas semestrales de bioseguridad, biocontencion, uso
de equipos criticos y equipos de proteccion individual. La mayoria de ellos son doctores en
veterinaria o biologia y el personal al cuidado de los animales dispone de la preceptiva autorizacion.

3. Programas de limpieza/desinfeccion/descontaminacion:

Aplicacion de una desinfeccion de bancadas, superficies de trabajo e interior de cabinas de
seguridad biologica, con diluciones 1/10 de lejia doméstica fresco, preparado en el dia, con una
concentracion de cloro libre de 4.000-5.000 ppm, por tiempo de contacto 5-10 minutos y posterior
retirada por aplicacion de nebulizacion de una solucién de etanol al 70%. Otros desinfectantes
sustitutivos de la lejia diluida 1/10 son el Virkon al 1% o el PERAsafe a las concentraciones
indicadas por el fabricante. En cuanto a animalario consultar procedimientos internos especificos,
aunque el desinfectante de rutina es Virkon a concentraciones entre el 1% y el 4%.

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

Para CReSA-NBS3: Programa de mantenimiento de aparatos por el confinamiento, entendiendo
como elementos de confinamiento; cabinas de seguridad biologica; centrifugas; autoclaves barrera
y SAS (Airlock) MATACHANA, sistemas de generacion de presion negativa, etc. Durante la
parada técnica anual, los equipos son sometidos a verificacion, y mantenimientos programados por
parte de servicios técnicos externos (SAT), en ocasiones el mismo fabricante, con la emision de los
correspondientes informes de cumplimiento de especificaciones / rango de trabajo.

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

Para NBS3: Parada técnica anual de la Unidad de Alta Biocontencion en la que se hace un control
y revision de los principales elementos criticos de la instalacion. Control del confinamiento 24/365
por un sistema electronico de gestion de parametros criticos y un servicio del mantenimiento
subcontratado externo siempre presente en la instalacion. Auditorias internas a cargo del personal
de la Oficina de Garantia de Calidad de CReSA.

GESTION E INACTIVACION DE RESIDUOS

1. Encargado de la gestion de residuos:

a. Gestion interna: Si X NO [ ]
— Meétodo de inactivacion, forma final, destino de cada uno de los tipos de residuos generados:
Para CReSA-NBS3:

Para residuos solidos, Autoclave con una fase de esterilizacion que llega a 121°C y mantiene
esta temperatura durante 25 minutos (alternativamente tratamiento a 134°C por 5 minutos).
Para residuos liquidos, Autoclave con una fase de esterilizacion que llega a 121°C y mantiene
esta temperatura durante 25 minutos, sin fase de secado posterior.
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X.

Los autoclaves disponibles son: los propios Laboratorios NBS3 equipo MATACHANA
S1000 n/s E-18015 y CR-0576; sala limpieza zona sucia, equipo MATACHANA n/s E-18016
y CR-0476 y en sala efluentes planta 0, equipo MATACHANA n/s E-18017 y CR-0477.

La eficacia de los autoclaves se evaliia con cada carga infecciosa con testigos microbiologicos
de Geobacillus stearothermophilus, y anualmente por sondas propias calibradas (verificacion
interna) y verificacion / mapeo por empresa externa.

Digestion alcalina de los cadaveres de animales infectados con patégenos no zoondticos,
mezclando carcasas y una solucion de hidroxido potésico, hasta alcanzar un pH 13 y una
temperatura de 150°C por un minimo de 3 horas a 3 atmdsferas de sobrepresion. Para cadaver
infectados con virus zoond6ticos, no es el presente caso, incineracion en contenedores cerrados
y herméticos para evitar toda manipulacion por parte del personal ejecutante.

Tratamiento quimico de los efluentes: Elevacion del pH a 12 mediante la adicion de hidroxido
sodico (NaOH), con comprobacion manual del valor de pH una vez alcanzado, mantenimiento
en agitacion constante durante 12 horas, neutralizacion del pH por adicion de 4cido clorhidrico
(HCI) hasta alcanzar un pH entre 8 y 9,4. Una vez comprobado este pH hay que solicitar
obligatoriamente autorizacion al responsable de la Unidad de Alta Biocontencion o persona
delegada, para proceder al vaciado del tanque.

Doble filtraciéon mediante filtros HEPA de todo el aire que hay en la Unidad de Alta
Biocontencion (NBS3). Filtro HEPA absoluto a la salida de cada box experimental donde se
mantienen los animales o bien en la sala de necropsias y bateria de filtracion de 10 filtros
HEPA absolutos previamente a la salida hacia el exterior lo que supone una doble filtracion
absoluta de todo aire que se encuentra dentro de la Unidad de Alta Biocontencion.

En cuanto a los residuos citostaticos (agentes mutagénicos, intercalantes, caotropicos, etc.)
como pueden ser soluciones con bromuro de etidio, tampones de lisis y lavado de kits de
extraccion de acidos nucleicos, etc., estos se descartan en bidones por residuos de tipo IV que
son cerrados herméticamente y recogidos por gestor de transporte de residuos autorizado.

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

— Nombre de la empresa externa encargada de la gestion de los residuos:

PREZERO

PREVENCION DE ACCIDENTES DE LA ACTIVIDAD NOTIFICADA

1. Condiciones en las que podria producirse un accidente:

Inoculacion accidental por mala praxis o uso de EPIs inadecuados; corte o pinchazo con objeto
cortado o punzante por mala praxis o no uso de los EPIs correspondientes; inhalaciéon y / o
contacto con mucosas de producto quimico toxico, corrosivo, etc. por mala praxis o no uso de
los EPIs correspondientes.

2. Equipamiento de seguridad (especifiquese):

Para CReSA-NBS3: El trabajo en la Unidad de Alta Biocontencién implica trabajar con
indumentaria especifica de la instalacion, no se trabaja con ropa de calle u objetos personales.
Técnica de doble guante a todas las actividades con muestras dentro y fuera de CSB. Bata de
laboratorio parcialmente hidrofuga de frontal solido, de puiio cerrado. Calzado desinfectable.
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Disponibilidad de proteccion respiratoria (mascarillas FFP3 y aparatos de respiracion de presion
positiva (Sundstrom)) en caso de que la evaluacion de riesgo lo demande.

Descripcion de la informacion y formacion suministrada a los trabajadores:

Procedimientos normalizados de trabajo de aparatos (CSB, centrifugas, autoclaves, etc.) y salas;
normas de actuacidon en caso de derrames en cabinas de seguridad biologica, superficies y
accidentes en centrifugas.

Planes de emergencia y contingencia:

Hay un plan de emergencia aprobado a disposicion del personal.
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