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

A. Informacion de caracter general:

1. Detalles de la notificacion

a) Estado miembro de la notificacion:

Espaiia

b) Numero de la notificacion:

B/ES/22/03

notificacion:

c) Fecha del acuse de recibo de Ia

13/01/2022

d) Titulo del proyecto:

Vacunacion de pollos con wuna
vacuna de herpesvirus de pavo
incluyendo el gen VP2 del virus de la
enfermedad de la bursitis infecciosa
y el gen F del virus de la enfermedad
de Newcastle

e) Periodo propuesto para la liberacion:

Desde marzo 2022 a diciembre 2023

2. Notificador

Nombre de la institucion o empresa:

Zoetis Spain, SL

C/ Quintanavides, 13 Edificio 1,
3" planta

Parque Empresarial Via Norte,
28050 Madrid

3. Definiciéon del OMG

a) Indiquese si el OMG es:

Viroide

Bacteria
Hongo

Animal

Virus ARN

Virus ADN

000X O O
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- mamiferos []

- insectos []
- peces ]
- otro animal [] especifique el phylum y la clase

Otro, especifiquese (reino, phylum y clase)

b) Identidad del OMG (género y especie)

El OMG consiste en una cepa de Herpesvirus del pavo (HVT) cepa FC-126
asociada a células vivas que ha sido modificada genéticamente insertando el
gen VP2 del virus de la bursitis infecciosa (IBDV) y el gen F del virus de

la enfermedad de Newcastle (NDV) en el genoma de la cepa HVT FC-126.

Estabilidad genética, de acuerdo con el punto 10 de la letra A de la seccion II del
anexo [II A:

Segun los estudios realizados por el solicitante, la construccion del OMG es
estable. Se han hecho 5 pases del OMG en pollos y no se han observado
reacciones adversas, signos clinicos o lesiones en este estudio que confirmen
que el OMG haya revertido a virulento después de 5 pases en pollos. El
OMG también se ha pasado in vitro o cultivo celular (fibroblastos de
embrion de pollo o CEFs) por un total de cinco veces y la comparacion entre
el OMG sin pases y el OMG con S5 pases in vitro no mostré cambios
genéticos y confirmo la expresion de la proteina VP2 y la proteina F después
de 5 pases. La secuencia insertada esta bien caracterizada y mostro las
caracteristicas esperadas mediante PCR, secuenciacion de ADN, tincion
inmunofluorescente y Western blot.

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 cddigo del pais: IT y FR

5.

Ha notificado ese mismo notificador la liberacion de ese mismo OMG en algin
otro lugar de la Comunidad?

Si[] No [X]

En caso afirmativo:

Estado miembro de la notificacién:

Numero de la notificacion:

6.

Ha notificado el mismo notificador u otro la liberacion o comercializacidon de ese
mismo OMG fuera de la Comunidad?
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Si [X] No []

En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacion: USA

Numero de la notificacion: 1489.R0 SIF-Risk analysis

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

La evaluacion del riesgo humano y medioambiental muestra que hay un riesgo
insignificante para la salud publica y el medio ambiente. La exposicion humana
se limita a las personas que administran la vacuna o manipulan los pollos
vacunados, pero el OMG no es patégeno.

La cepa parental del OMG es la cepa HVT, que es un virus naturalmente no
patogeno. Su hospedador natural es el pavo, pero el virus también puede
replicarse en pollos y otras especies aviares, pero no causa enfermedad clinica
en pavos, pollos y otras especies aviares. El virus puede propagarse a través de
la inhalacion de las particulas de polvo que se desprenden de la piel de las aves
infectadas (o vacunadas) a otros pavos, pero la propagacion a los pollos es muy
limitada y la diseminacion de los pollos vacunados es limitado y transitoria.

El OMG ha demostrado ser seguro en la especie de destino (pollo) y en pavos,
patos, faisanes y codornices. La modificacion genética realizada mediante la
introduccion del gen VP2 y el gen F no cambio el fenotipo de la cepa parental y
no se han alterado las propiedades de propagacion y diseminacion.

En resumen, el riesgo global del OMG para los seres humanos y el medio
ambiente es efectivamente nulo.
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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 []
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria
Hongo
Animal
- mamiferos

- insectos

N O O I > I

- peces

- otro animal []

(especifique el phylum y la clase)

Otros, (especifiquense):

2. Nombre
1) Orden y taxon superior (animales): Familia Herpesviridae
i1) Género: Mardivirus
i11) Especie: Meleagrid herpesvirus 1 (Serotipo 3)

iv) Subespecie:

v) Cepa: cepa FC-126

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

vii) Nombre vulgar: HVT (herpesvirus del pavo)

3. Distribucion geografica del organismo

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

Si [X] No[ ] No se sabe [_|
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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 se utiliza en todo el mundo para la vacunacion de pollos
frente a la enfermedad de Marek y, por tanto, esta presente en las bandadas
de pollos de todo el mundo, incluida Europa.

Atlantico []
Mediterraneo
Boreal
Alpino
Continental
Macaronésico
ii) No []
iii) No se sabe []

O 0O 4ddn

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

La HVT se ha utilizado en todo el mundo durante mas de 40 afios en la
industria avicola para la vacunacion de pollos frente a la enfermedad de
Marek. Las vacunas de Zoetis que contienen una cepa HVT FC-126 estan
registradas en Europa a nivel nacional y a través de RM (Poulvac Marek
CVI+HVT, Poulvac Marek HVT CA y Poulvac Marek HVT Lyo)

Si[X] No[_]

d) (Es frecuente su tenencia en el pais que notifica?

Si[X] No[_]

4. Haébitat natural del organismo

a) Sies un microorganismo:
Agua
Suelo, en libertad

Suelo, en simobiosis radiculares de plantas

O OO0

En simbiosis con sistemas foliares o caulinares
de plantas
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En simbiosis con animales |:|

Otros, (especifiquense):

El herpesvirus del pavo (HVT) es un virus no patégeno que tiene a los pavos
como huéspedes naturales y se replica en ellos. Se sabe que la cepa también
se replica en pollos (y en otras aves galliformes no diana) con una capacidad
de propagacion muy limitada y es avirulenta en todas las especies aviares
susceptibles.

La cepa de vacuna HVT FC-126 se ha utilizado con seguridad en la industria
avicola de todo el mundo para la vacunacion de pollos frente a la
enfermedad de Marek durante mas de 40 afios. Se evalué la seguridad de la
cepa vacunal en especies no diana, pavos, patos, faisanes, codornices y
ratones. Los resultados indican que no hubo cambios en las caracteristicas
de seguridad de la cepa tras la modificacion genética y que la cepa siguio
siendo avirulenta.

b) Si es un animal, habitat natural o ecosistema agricola habitual:

No procede

5. a) Técnicas de deteccion

El virus HVT puede propagarse en los CEFs primarios y causa un tipico efecto
citopatico (CPE). Las placas o focos pueden observarse macroscopicamente o
visualizarse mediante tincion de inmunofluorescencia. La deteccion también
puede realizarse usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

5. b) Técnicas de identificacion

La identificacion de la cepa parental puede confirmarse mediante tincion de
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos especificos anti-HVT.
Alternativamente, la deteccion puede realizarse mediante PCR.

6. Esta clasificado el organismo receptor con arreglo a las normas comunitarias
vigentes en relacion con la proteccion de la salud humana y el medio ambiente?

Si[] No [X]

En caso afirmativo, especifiquese:

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

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

En caso afirmativo

a) (Para cudl de los organismos siguientes?:

humanos |:|
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animales |:|

plantas []
otros |:|

b) Aporte la informacion pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la
letra A de la seccion 11 del anexo I A de la Directiva 2001/18/CE.

El organismo parental no presenta ningin riesgo para los animales
domésticos o salvajes.

8. Informacion sobre reproduccion

a) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

Los huéspedes naturales de la cepa son los pavos. La cepa HVT sélo es
capaz de replicarse en células aviares viables y permisivas. El tiempo de
generacion en pollos o pavos no se conoce con exactitud, pero se estima que
esta entre 12 y 48 horas. Se sabe que la HVT causa una infeccion persistente
en los pollos y puede detectarse durante toda la vida del animal. Tras la
inoculacion de los pollos, el virus puede propagarse de forma limitada a los
pollos de contacto y a los pavos libres de patégenos especificos (SPF) a
través de la liberacion de particulas de polvo de los foliculos de las plumas.

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

¢) Modo de reproduccion
) P 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 []
i1) quistes
1i1) esclerocios
v) esporas asexuales(hongos)
V) esporas sexuales (hongos)

vi) huevos

O 0O0dodon

vil)  pupas
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viii)  larvas ]

1X) otras (especifiquense)

b) Factores pertinentes que afectan a la capacidad de supervivencia

No se sabe que los virus de la enfermedad de Marek formen estructuras
de supervivencia. Los virus de la vacuna HVT se producen en células de
fibroblastos de embrion de pollo (CEF) y se almacenan en nitrégeno
liquido. El virus solo puede sobrevivir en células CEF viables o en la
caspa. Los factores que influyen en la supervivencia de las células CEF
(altas temperaturas, desecacion, pH, etc.) también afectan a la
estabilidad del virus. Como virus de ADN envuelto, los herpesvirus
tienen una baja viabilidad en el medio ambiente y pueden ser
facilmente destruidos por desecacion, calor, detergentes, acidos y
alcohol.

10. a) Vias de diseminacion

Los virus de la enfermedad de Marek tienen la capacidad de replicarse en el
epitelio del foliculo de la pluma de las aves susceptibles al virus. Estas células
epiteliales se desprenden en forma de caspa al medio ambiente. Sin embargo, la
replicacion del HVT en el epitelio del foliculo de la pluma es limitada en los
pollos. Dado que no se cree que la transmision horizontal de HVT entre
broilers ocurra con frecuencia, la descamacion que contiene el virus HVT que
se desprende no es muy infecciosa para otros pollos.

Los estudios de seguridad con la cepa parental mostraron que el virus tiene un
bajo nivel de supervivencia en la descamacion. Las pruebas de laboratorio
determinaron que la cepa parental HVT permanecio viable en el ambiente a
25-30°C durante S horas e indetectable a las 8 horas. La propagacion hacia y en
los pavos es posible debido a l1a mayor susceptibilidad de los pavos al virus.
Incluso en caso de propagacion, la cepa es no patégena y no causa signos
clinicos o lesiones macroscopicas en pollos o pavos.

No se sabe que los virus de la enfermedad de Marek, incluido el parental HVT,

se transmitan verticalmente de un ave infectada al embrion de su huevo.

10. b) Factores que afectan a la diseminacion

La cepa parental HVT y el OMG estan asociados a las células y los factores que
influyen en la supervivencia en las células también afectan a la estabilidad del
virus.

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 niumeros de la
notificacion)

No procede
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C. Informacion sobre la modificacion genética

1. Tipo de modificacidon genética:

1) Insercion de material genético
11) Eliminacion de material genético

iii) Sustitucion de una base

O 0O 44X

1v) Fusion celular

v) Otro (especifiquese)

2. Resultado que se pretende obtener mediante la modificacién genética

El gen VP2 insertado del IBDV codificara la proteina VP2 que actuara como
antigeno para la inmunizacion activa de los pollos frente a la bursitis infecciosa.

De forma similar, el gen F de NDV codificara la proteina F que actuara como
antigeno para la inmunizacion activa de pollos frente a la enfermedad de
Newcastle.

3. a) (Se hausado un vector en el proceso de modificacion?

Si[X No []

En caso negativo, pase a la pregunta 5.

3. b) En caso afirmativo, jesta presente el vector, total o parcialmente, en el
organismo modificado?

Si [X] No []

En caso negativo, pase a la pregunta 5

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

a) Tipo de vector
plasmido
bacteriofago
virus

cOésmido

OO ddX

Elemento de transposicion

Otros (especifiquense):
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b) Identidad del vector:
Transfer Plasmids pSiteB #42 y pSiteA #30

c) Gama de organismos huéspedes del vector:
E.coli

E. Presencia en el vector de secuencias que den un fenotipo seleccionable o
identificable

Si[X No []

Resistencia a los antibioticos X
Otras, (especifiquense)

Indique qué gen de resistencia a los antibidticos se inserta:

El gen de resistencia a la ampicilina (pSiteB #42) o kanamicina (pSiteA #30)
se utilizo para dar un fenotipo seleccionable durante el cultivo del E. coli
con el plasmido, pero no esta presente en el OMG final.

F. Fragmentos constituyentes del vector

El plasmido pSiteB #42 contiene un casete de expresion del gen de interés que
consiste en un promotor del citomegalovirus murino (CMYV), secuencias de ADN
que codifican el gen F del NDV y una secuencia poli A del SV40. El casete de
expresion esta flanqueado por regiones homodlogas no esenciales del HVT para
permitir la recombinacion homodloga entre el plasmido de transferencia y el
HVT.

El plasmido pSiteA #30 contiene un casete de expresion del gen de interés que
consiste en un promotor del citomegalovirus humano (CMYV), secuencias de
ADN que codifican el gen VP2 del IBDV y una secuencia poli A de la hormona
de crecimiento bovina. El casete de expresion esta flanqueado por regiones
homologas no esenciales del HVT para permitir la recombinacion homologa
entre el plasmido de transferenciay el HVT.

G. Me¢étodo de introduccion del vector en el organismo receptor
1)  transformacion ]
1) electroporacion
iii) macroinyeccion

1v) microinyeccion

O OO0

v) infeccidon
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vi) otros, (especifiquense)

Trata de dos pasos: 1. 2. Transfeccion del plasmido pSiteB #42 en un cultivo
de fibroblastos de embrion de pollo (CEF) seguido de la infeccion con HVT.
La secuencia del gen F del NDV se inserté por recombinacion homodloga en
el genoma del HVT para generar el intermedio HVT-ND. 2. Transfeccion
del plasmido pSiteA #30 en un cultivo de fibroblastos de embrion de pollo
(CEF) seguido de una infeccion con el intermedio HVT-ND. La secuencia
del gen VP2 del IBDYV se inserté por recombinacion homologa en el genoma
del HVT-ND para generar el recombinante HVT-IBD-ND.

El vector o plasmido pSiteB #42 consiste en una region homadloga no esencial
del genoma del HVT, el gen F del NDV, el promotor del citomegalovirus
murino (CMV) y la secuencia poliA del SV40. El vector o plasmido pSite4
#30 consiste en una region homadloga no esencial del genoma del HVT, el gen
VP2 del IBDV, el promotor del citomegalovirus humano (CMV) y la
secuencia polyA de la hormona de crecimiento bovina.

5. Si las repuestas a C. 3) a) y b) son negativas, ;qué método se siguio en el proceso

de modificacion?

i)  transformacion []
il) microinyeccion

1i1) macroencapsulacion

O O

1v) macroinyeccion

v) otros, (especifiquense)

No procede

6.

Informacidn sobre el fragmento de insercion:

a)

Composicion del fragmento de insercion:

Fragmentos genomicos/ADN del gen VP2 del IBDV y del gen F del NDV,
cada uno con secuencias de promotor y poli A.

b)

Fuente de cada parte constitutiva del fragmento de insercion:

Los insertos estan compuestos por el gen VP2 del IBDV y el promotor del
CMYV humano y la secuencia polyA de la hormona de crecimiento bovina,
asi como el gen F del NDV y el promotor del CMV murino y la secuencia
polyA del SV40. Ambos insertos fueron sintetizados quimicamente.
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c) Funcion prevista de cada parte constitutiva del fragmento de insercion en el
OMG

El gen VP2 insertado se transcribe para expresar la proteina VP2 que
inducira la inmunidad activa frente a IBDV tras la vacunacion. Del mismo
modo, el gen F insertado se transcribe para expresar la proteina F que
inducira la inmunidad activa frente a NDV tras la vacunacion. Las
secuencias promotoras y terminadoras se afiaden para facilitar la expresion
de la transcripcion.

d) Localizacién del fragmento de insercion en el organismo receptor:
- en un plasmido libre []
- integrado en el cromosoma []

- Otros especifiquense):

Integrado en el genoma HVT.

e) (Contiene el fragmento de insercién partes cuyo producto o funcidén no se
conozcan?

Si[] No [X]

En caso afirmativo, especifiquese:
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D.

Informacion sobre el organismo u organismos de los que se deriva el
fragmento de insercion (donante)

Insert 1: gen F de NDV

1.

Indiquese si es:

Viroide
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria
Hongo

Animal

O 0O0dodX O

- mamiferos ]
- insectos []

- peces []

- otro animal [ ] (especifique el phylum y la clase):

Otros (especifiquense)

2. Nombre completo

(1) Orden y taxén superior (animales): Mononegavirales
Familia (plantas): Paramyxoviridae
1) Género: Rubulavirus
i1)  Especie: Virus de la enfermedad de Newcastle
1ii)  Subespecie:
Cepa: cepa lentogenic D26-76*
* Salvo una diferencia de aminoacidos en la posicion 506, Phe a Val de la
proteina F. El gen F del NDV ha sido sintetizado quimicamente y no se
deriva directamente de la cepa D26-76 del NDV.
iv)  Cultivar/linea de reproduccion:
v)  Patovar:
vi)  Nombre vulgar:
3. (Es el organismo vivo o muerto (incluidos sus productos extracelulares),

apreciablemente patégeno o nocivo de cualquier otra forma?
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Si[] No [X] No se sabe [_]

En caso afirmativo, especifiquese
a) /para cual de los organismos siguientes? humanos

animales

0O O

plantas

otros []

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

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

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

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

Si [X] No []

En caso afirmativo , especifiquese:

Segun la Directiva 2000/54/CE, el VEN se considera un agente biologico del grupo
2. La exposicion de los seres humanos a las aves infectadas puede causar una
conjuntivitis leve, pero por lo demés el NDV no representa ningun peligro para la
salud humana. El organismo donante NDV D26-76 es una cepa poco virulenta.

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

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

Insert 2: gen VP2 de IBDV

1.Indiquese si es:

Viroide
Virus ARN

Virus ADN

OO X O

Bacteria
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Hongo []
Animal []

- mamiferos L]

- insectos []

- peces []

- otro animal [ ] (especifique el phylum y la clase):
Otros ( especifiquense)

2.Nombre completo

1)Orden y taxon superior (animales): Birnaviridae

ii)Familia (plantas):

1i1)Género: Avibirnavirus

iv)Especie: Virus de la bursitis infecciosa

v)Subespecie:

vi) Cepa: cepa Faragher 52/70*

*El gen VP2 del IBDV ha sido sintetizado quimicamente y no se deriva
directamente de la cepa Faragher 52/70 del IBDV.

vii)Cultivar/linea de reproduccion:

viii)Patovar:

ix)Nombre vulgar:

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

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

En caso afirmativo, especifiquese
c) ¢para cudl de los organismos siguientes? humanos ]
animales X

plantas

otros []

d) (estan implicadas de alguna forma las secuencias donadas en las propiedades
patdgenas o nocivas del organismo?

Si[] No [X] No se sabe [_|
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En caso afirmativo, proporcione la informaciéon pertinente de conformidad con la
letra d) del punto 11 de la letra A de la seccion II del Anexo III A:

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

Si[] No X

En caso afirmativo, especifiquese:

5.;Intercambian los organismos donante y receptor material genético de forma
natural?

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

E. sobre el organismo modificado genéticamente

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

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

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

Especifiquese

La capacidad de supervivencia en condiciones ambientales no mostré
diferencias aparentes entre la cepa OMG y la cepa parental.

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

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

Especifiquese:

Los estudios de evaluacion del crecimiento in vitro muestran que la
proliferacion viral del OMG no era superior a la cepa parental HVT FC-
126 en funcion de los titulos de UFP/ml.

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

Si[ ] No [X] No se sabe [_|
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Especifiquese:

Los estudios de seguridad en pollos han demostrado que no hay diferencias
aparentes en el patron de diseminacion o tropismo tisular entre el OMG y
la cepa parental.

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

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

Especifiquese:

La patogenicidad del OMG no difiere de la cepa parental HVT. Los
estudios de seguridad cuando se utiliza una sobredosis apoyan que el OMG
no es patogeno y es seguro tanto en las especies diana (pollos) como en las
especies aviares no diana (incluyendo pavos, patos, faisanes y codornices).

2.

Estabilidad genética del organismo modificado genéticamente

La caracterizacion del OMG por PCR, la secuenciacion del ADN del
fragmento de PCR y el analisis de inmunofluorescencia dual no
mostraron diferencias genéticas y fenotipicas entre el OMG y el material
obtenido tras 5 pases in vitro del OMG en cultivo celular (CEFs)
confirmando la estabilidad del OMG in vitro. La estabilidad genotipica y
fenotipica del OMG tras 5 pases in vivo en pollos también quedo
demostrada por la ausencia de reversion a la virulencia. La estabilidad
in vivo se confirm6 mediante PCR y el analisis de inmunofluorescencia
dual. Por lo tanto, se puede concluir que el OMG es estable y seguro
para su uso en la produccion de vacunas y para su uso en el campo.

3.

(Es el OMG, vivo o muerto (incluidos

sus productos extracelulares),

apreciablemente patdgeno 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 informacion pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la
letra A de la seccion Il y en el inciso 1) del punto 2 de la letra C de la seccion 11

del anexo 11T A

No procede
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4. Descripcion de los métodos de identificacion y deteccion

a) Técnicas utilizadas para detectar el OMG:

El OMG puede propagarse en los CEFs primarios y provoca un tipico
efecto citopatico (CPE). Las placas o focos pueden observarse
macroscopicamente 0 visualizarse mediante tincion de
inmunofluorescencia. La deteccion también puede realizarse en el ADN
extraido del virus mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

b) Técnicas utilizadas para identificar el OMG:

El OMG puede identificarse mediante tincion de inmunofluorescencia
utilizando anticuerpos especificos contra el HVT o contra la proteina
VP2 o la proteina F. Alternativamente, la deteccion puede realizarse
mediante PCR especifica para ambos insertos.

F. Informacion sobre la liberacion

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

El objetivo de la liberacion es realizar un ensayo de campo en Espafa para
apoyar el expediente de registro europeo de acuerdo con la Directiva
2009/9/CE.
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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 o
parental?

Si[] No [X]

En caso afirmativo, especifiquese:

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

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

Granja de broilers:
Propietario: Explotaciones Avicolas Panzano SL

La vacunacion se realizara en la incubadora mediante la aplicacion
in ovo.

Incubadora:

Propietario: AN Sociedad Cooperativa

Se vacunardn aproximadamente 115.000 huevos de broilers. Tras
la vacunacion, las aves se trasladaran a la granja de broilers hasta
el final de la cria.

b) Area del lugar (m?):

i) lugar real de la liberacion (m?): 9.520 m? sitio real de la granja — 2380
m? x 4 edificios)

ii) 4rea de liberacion mas amplia (m?): No es relevante

c) Proximidad a biotipos reconocidos internacionalmente o zonas protegidas
(incluidos depositos de agua potable) que pudieran verse afectados:

La proximidad de los lugares de estudio (y del matadero) a un depdsito de
agua es de unos 5 km y esta a unos 200 metros del rio Aragon. La
proximidad a la zona especial de proteccion de aves Serreta de Tramaced
(ZEPA o Zonas de Especial Proteccion para las Aves) es de unos 3,5 km.
Las caracteristicas de la vacuna son tales que no hay una propagacion
significativa de la misma tras la vacunacion.

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

La flora no se ve afectada por el HVT o el OMG y la vacuna no puede
replicarse en la flora, incluidos los cultivos. El lugar de la liberacion esta a
unos 100 metros de una granja de cerdos y a unos 3 km de otra granja de
cerdos independiente. También esta a ~1,3-3km de cualquier instalacion de
aves de corral/ponedoras/broilers. Como el entorno del lugar de estudio es
cerrado, no se espera la exposicion de aves domésticas o salvajes al OMG. Es
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poco probable que la vacuna presente algun riesgo debido al perfil de
seguridad que muestra una seguridad y un riesgo medioambiental muy bajos.

4. Me¢étodo y amplitud de la liberacion

a. Cantidad de OMG que vaya a liberarse:

Se vacunara un maximo de 115.000 huevos con 1 dosis por huevo.

b. Duracion de la operacion:

La vacunacion consistira en una dnica vacunacion con un lote de vacunas
con un titulo comercial in ovo a los 18-19 dias de embrionacion. La
vacunacion in ovo de las aves dura un par de horas.

c. Me¢étodos y procedimientos para evitar o reducir al minimo la propagacion de los
OMG mas allé del lugar de liberacion:

No se necesitan métodos o procedimientos especificos para evitar la
propagacion, aparte de las practicas de cria normales para cada una de las
operaciones avicolas, debido a la capacidad de propagacion muy limitada y
a la naturaleza no patégena de la cepa parental o del OMG. La cepa de la
vacuna, debido a que es un virus con envoltura, se inactiva facilmente
utilizando los procedimientos de limpieza y desinfeccion habituales en la
produccion avicola. Los virus envueltos se inactivan facilmente mediante la
limpieza y desinfeccion rutinaria de las superficies.

5. Descripcion resumida de las condiciones ambientales medias (clima, temperatura,
etc.)

El clima en Espafia es un clima mediterraneo de tendencia continental con
inviernos frios y veranos calurosos. Las precipitaciones son escasas e
irregulares.

6. 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

La cepa de la vacuna recombinante o modificada genéticamente se ha utilizado
en ensayos de campo en Estados Unidos. No se observo ningun efecto de
seguridad en el ensayo. El Centro de Productos Biologicos Veterinarios (CVB)
del Servicio de Inspeccion de Sanidad Animal y Vegetal (APHIS) de USDA
aprobo un analisis de riesgo de la vacuna. El nivel de riesgo de la vacuna se
considero bajo.

La exposicion humana se limitara a las personas que administren la vacuna y
manipulen los pollos vacunados. Ademas, el OMG no se replica en mamiferos

ni en humanos y el OMG asociado a las células no es capaz de sobrevivir o
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diseminarse en otros organismos que no sean algunas aves galliformes y no es

patoégeno para animales o plantas.

G. Interacciones del OMG con el medio ambiente y repercusiones
potenciales sobre este, si es apreciablemente diferente del organismo
receptor o parental

1. Nombre del organismo diana (si procede)

1) Orden y taxon superior (animales): Pollos

i1) Familia (plantas):

i)  Género: Gallus

iv)  Especie: Gallus Gallus

V) Subespecies: G. Gallus Domesticus
vi)  Cepa:

vii)  Cultivar/Linea de reproduccion:

viii) Patovar:

ix)  Nombre vulgar:

2. Mecanismo previsto y resultado de la interaccion entre los OMG liberados y el
organismo diana (si procede)

La vacunacion con el OMG inducira una inmunidad activa frente a IBD,
enfermedad de Newcastle y la enfermedad de Marek.

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

La propagacion del OMG entre los pollos es baja, comparable a la de la cepa
parental. Debido a la limitada capacidad de propagacion en los pollos, no se
esperan interacciones significativas con otros organismos. Se ha observado la
propagacion de los pollos a los pavos SPF, pero la cepa de la vacuna no infecta
a ningun otro animal que no sean las aves y el virus ha demostrado ser no
patogeno en los pavos y otras especies Galliformes susceptibles. Ademas, el
virus de la vacuna no tiene potencial para multiplicarse en el medio ambiente.

4. Es probable que se d¢ una seleccion posterior a la liberacion del OMG como, por
ejemplo, una competencia mayor un caracter mas invasivo, etc.?

Si No X No se sabe
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Especifiquese:

Los estudios de seguridad en pollos han demostrado que la vacuna no se vuelve
virulenta tras los pases in vivo.

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

El huésped natural de la cepa parental HVT son los pavos. La propagacion de
la vacuna a los pavos SPF es conocida, pero los estudios clinicos han
demostrado que el virus es seguro en los pavos y en otras aves silvestres que
pueden albergar el virus (patos, faisanes y codornices). No hay ninguna granja
de pavos en las proximidades del lugar.

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 liberacion del OMG

1)  Orden y tax6n superior (animales):

i1) Familia (plantas):

iii) Género:

iv) Especie:

v)  Subespecie:

vi) Cepa:

vii) Cultivar/linea de reproduccion:

viii) Patovar

ix) Nombre vulgar:

No procede

7. Probabilidad de intercambio genético en vivo

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

La recombinacion que se produce entre el virus vacunal no patégeno y los
virus relacionados con la MD, la ND y la IBD dentro de las células de pollo
es una posibilidad tedrica, pero depende de dos requisitos previos: i) los dos
virus tendrian que infectar el mismo huésped y la misma célula al mismo
tiempo, y ii) tendria que haber suficiente homologia genética entre los virus
coinfectados.

La cepa HVT se ha utilizado ampliamente para las preparaciones de
vacunas "convencionales' y vectoriales frente a la enfermedad de Marek y
no hay pruebas de que se hayan producido eventos de recombinacion entre
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las vacunas HVT-IBD-ND con las vacunas HVT, otras vacunas HVT
(vectoriales), el serotipo 2 o el serotipo 1 de la enfermedad de Marek y otros
virus, por lo que el riesgo es insignificante. Por ejemplo, el HVT parental es
un componente de vacunas bivalentes con otros virus vivos atenuados de la
DM (por ejemplo, Poulvac Marek CVI+HVT). Ademas, las practicas de
vacunacion habituales en Europa y en Estados Unidos incluyen la mezcla de
vacunas frente al HVT (serotipo 3), las cepas de MDV SB1 (serotipo 2) y
Rispens (serotipo 1) y el IBDV (serotipo 1). Hasta la fecha, no se han
notificado acontecimientos adversos causados por la aplicacion simultinea
de ninguna de estas vacunas. Del mismo modo, no hay informes de
transferencia horizontal de genes entre los virus HVT y los virus virulentos
o atenuados de la vacuna MDYV (serotipo 1) de tipo silvestre en pollos o en
especies no diana. Esto sugiere que si la recombinacion se produce entre
estos virus relacionados, tales eventos no estan produciendo regularmente
virus patégenos.

Se inform6 de un caso de recombinacion producida experimentalmente del
serotipo 2 del MDYV con el serotipo 1 del MDV, pero no se pudo repetir. Sin
embargo, la homologia a nivel de secuencia de nucledtidos entre el HVT y el
MDYV del serotipo 1 y el MDYV del serotipo 2 es baja y explica por qué no se
han observado eventos de recombinacion entre estos virus. El intercambio
de material genético entre las cepas de HVT y MDYV se ve dificultado
ademas por un fendémeno llamado inhibicion de la superinfeccion (la
prevencion de la infeccion de células ya infectadas por otras particulas
virales de la misma especie viral). Debido a la inhibicion de la
superinfeccion, solo hay un tiempo muy limitado (entre 1 y 4 horas) para
que una célula se infecte con diferentes virus del herpes. Este fendmeno
reduce considerablemente las posibilidades de transferencia de material
genético.

Por lo tanto, la posibilidad de un evento de recombinacion in vivo es una
posibilidad tedrica debido al ciclo de replicacion similar del HVT y de otros
serotipos del MDYV, pero hasta la fecha no se ha informado de tales eventos.
La posibilidad de recombinacion del VMD con el virus virulento de la
enfermedad de Marek no seria mayor que la que puede producirse con las
vacunas actuales que contienen HV'T.

Hay que tener en cuenta que el virus de la vacuna consiste en un ADN de
doble cadena que presumiblemente se replica en el niicleo como el HVT
parental, mientras que el IBDV es un ARN de doble cadena que se replica
en el citoplasma. El NDV tiene un genoma de ARN monocatenario negativo
que se replica en el citoplasma. Por lo tanto, es poco probable que un IBDV
o NDV patogenos vivos intercambien secuencias de codificacion de
proteinas antigénicas con las contenidas en el virus de la vacuna. Ademas, el
genoma del HVT no esta segmentado, por lo que el reordenamiento
gendomico no puede producirse segun los conocimientos cientificos actuales.

C) De otros organismos al OMG:
Consulte el apartado G.7. (a).
d) Consecuencias probables de la transferencia de genes:
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Consulte el apartado G.7. (a).

8. Referencias de los resultados pertinentes (si los hay) de estudios sobre el
comportamiento y las caracteristicas del OMG sobre su repercusion ecologica
llevados a cabo en ambientes naturales simulados (por ejemplo, microcosmos,
etc.)

Se han realizado estudios de seguridad en animales diana y no diana (faisan,
codorniz, ratones, patos y pavos) en condiciones de laboratorio sin que se haya
observado ningin acontecimiento adverso que confirme la seguridad de la cepa
vacunal.

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

No procede.
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H. Informacion sobre el seguimiento

1. M¢étodos de seguimiento de los OMG

La cepa de la vacuna puede propagarse en los CEFs primarios y causa un
tipico efecto citopatico (CPE). Las placas o focos pueden visualizarse mediante
tincion de inmunofluorescencia. La deteccion también puede realizarse
mediante PCR.

A menos que se produzca un acontecimiento inesperado, no se realizara un
seguimiento especifico del OMG, ya que no se considera necesario.

2. Métodos de seguimiento de las repercusiones en el ecosistema

Los pollos vacunados seran monitoreados diariamente y cualquier efecto
adverso sera reportado de acuerdo con los procedimientos estandar de
farmacovigilancia del solicitante.

No se espera ningun efecto en el ecosistema, ya que la cepa de la que deriva la
vacuna o el OMG no se replica en los seres humanos ni en otras especies de
mamiferos. EI OMG no es capaz de sobrevivir (ni de propagarse) en otros
organismos que no sean algunas aves galliformes y no es patégeno para
animales o plantas.

3. Me¢étodos de deteccion de la transferencia del material genético donado del OMG a
otros organismos

No procede porque la transferencia es muy poco probable.

4. Tamafio del area de seguimiento (m2)

No procede.

5. Duracién del seguimiento

No procede.

6. Frecuencia del seguimiento

No procede.
I. Informacion sobre el tratamiento posliberacion y el tratamiento de
residuos

1. Tratamiento del lugar tras la liberacion

La vacuna se administrara en la planta de incubacion mediante una aplicacion
in ovo. Tras la vacunacion, las aves se colocaran en la granja de pollos de
engorde. No se considera necesario ningin tratamiento especial posterior a la
liberacion de los sitios, ya que la cepa de la vacuna esta asociada a las células y
se inactiva facilmente utilizando los procedimientos estindar de limpieza y
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desinfeccion existentes.

Se seguiran los procedimientos estandar de limpieza y desinfeccion utilizados
normalmente en los emplazamientos. Las superficies del drea de vacunacion
que se hayan utilizado durante la vacunacion se limpiaran y desinfectaran
segun la practica habitual en el criadero después de la vacunacion. Todo el
material desechable utilizado durante la vacunacion se pondra en contenedores
especiales y se destruira segun los procedimientos de gestion de residuos
infecciosos.

Los establos se limpiaran y desinfectaran de acuerdo con los procedimientos
vigentes en la explotacion. Esto incluira, por lo general, el despoblamiento
completo de la nave, la eliminacion del estiércol y de la yacija gastada segun los
protocolos habituales de la granja (ya que el virus asociado a las células no
puede sobrevivir en la yacija o el estiércol), el lavado a alta presion de todas las
superficies y la desinfeccion con un desinfectante adecuado de amplio espectro.
Todas las aves muertas seran recogidas por empresas especializadas en la
extraccion de grasas y seran conmutadas por subproductos animales.

2. Tratamiento del OMG tras la liberacion

Los viales de vacunas usados y otros materiales expuestos se guardaran en un
contenedor cerrado e irrompible sin fugas y se destruiran de acuerdo con los
procedimientos para residuos infecciosos.

3. a) Tipoy cantidad de residuos producidos

Restos de vacunas, jeringuillas y agujas (o herramientas adecuadas).

3. (b) Tratamiento de residuos

Los residuos se destruiran de acuerdo con los procedimientos para residuos
infecciosos.

J. Informacion sobre planes de actuacion en caso de emergencia

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

Podria producirse una propagacion inesperada debido al derrame de la vacuna
Y, en caso de producirse, se limpiara utilizando un desinfectante adecuado
conocido por destruir quimicamente la vacuna asociada a las células. También
se desinfectaran los materiales utilizados para la limpieza.

Al final del ciclo de produccion, las naves se limpiaran y desinfectaran segiin

las practicas estandar aplicadas en la granja.

2. Me¢étodos de eliminacion del OMG o de los OMG de las areas potencialmente
afectadas
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No procede.

3. M¢étodos 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.

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

El riesgo general para los seres humanos y el medio ambiente se considera
insignificante. La exposicion humana se considera limitada al personal
capacitado que administra la vacuna o a los trabajadores de la granja y los
veterinarios que manipulan los pollos vacunados. No se ha identificado ningtin
riesgo medioambiental y no es muy probable que se produzca una interaccion
del OMG con el medio ambiente. Las reacciones adversas se notificaran de
acuerdo con los procedimientos de farmacovigilancia establecidos por el
solicitante.
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