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MODELO DE RESUMEN DE LA NOTIFICACION DE LA LIBERACION DE
ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE DISTINTOS DE LAS
PLANTAS SUPERIORES DE ACUERDO CON EL ARTiCULO 11 DE LA

DIRECTIVA 2001/18/EC
A. Informacion de caracter general:
1. Detalles de la notificacion
a) Estado miembro de la notificacion: ESPANA
b) Numero de la notificacion: B/ES/08/48
¢) Fecha del acuse de recibo de la notificacion: 5 de Septiembre de 2008
d) Titulo del proyecto: Evaluacién de la inocuidad y eficacia de la

vacuna PB-116 en el control de la
Pleuroneumonia porcina causada por
Actinobacillus pleuropneumoniae

e) Periodo propuesto para la liberacion: De Febrero de 2009 a Agosto de 2009

2. Notificador

Nombre de la institucion o empresa: LABORATORIOS HIPRA, S.A.

3. Definicion de la OMG

a) Indiquese si el OMG es: Viroide
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria
Hongo
Animal
- mamiferos
- insectos
- peces

- otro animal [] especifique el phylum y
la clase

(<

Otro, especifiquese (reino, phylum y
clase)

b) Identidad del OMG (género y especie)

Actinobacillus pleuropneumoniae, cepa HP-3276.
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c) Estabilidad genética, de acuerdo con el punto 10 de la letra A de la seccion II del anexo 111
A:

A la hora de considerar los factores que influyen en la estabilidad genética de la la especie
Actinobacillus pleuropneumoniae, se debe tener en cuenta que, hasta la fecha, se han
descrito numerosos factores de virulencia: la capsula bacteriana, los lipopolisacaridos (LPS)
y las toxinas. Actinobacillus pleuropneumoniae produce cuatro tipos de toxinas diferentes,
las RTX, denominadas ApxIl, ApxIl, ApxIIl y ApxIV. Las toxinas RTX estan codificadas por
operones formados por cuatro genes contiguos, gen A, gen B, gen C'y gen D. Los genes Cy
A son necesarios para la produccion de toxina activa, mientras que los genes B y D son
necesarios para la secrecion de la toxina activa. Todos los serotipos descritos hasta ahora
producen ApxIV; los serotipos 7, 10 y 12 producen una toxina adicional, y los serotipos 1-6,
8, 9 y 11 producen dos toxinas adicionales. Todas estas caracteristicas demuestran la enorme
variabilidad genética que puede existir entre los diferentes serotipos de Actinobacillus
pleuropneumoniae.

La cepa HP-3276 de Actinobacillus pleuropneumoniae presenta un patréon de restriccion
caracteristico y especifico, facilmente identificable. Este patron es una “huella de identidad”
caracteristica de esta cepa, que permite tanto su caracterizacion, como la deteccion de
posibles alteraciones en la estructura de su genoma. Este dato indica que nos hallamos ante
un microorganismo con una estructura genética bien caracterizada e identificable. Del mismo
modo, a lo largo de los diferentes estudios realizados con la cepa HP-3276, no se han
detectado alteraciones en sus patrones de restriccion distintas de las esperadas por las
delecciones realizadas en su genoma.

4. Tiene previsto el mismo notificador la liberaciéon de ese mismo OMG en
algun otro lugar de la Comunidad (de acuerdo con el apartado 1 del articulo
6)?

Si[] No [X]

En caso afirmativo, indique el codigo del pais:
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5. Ha notificado ese mismo notificador la liberacion de ese mismo OMG en
algun otro lugar de la Comunidad?
Si[] No X
En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacién:
- Nuamero de la notificacion:
6. Ha notificado el mismo notificador u otro la liberacion o comercializacion de
ese mismo OMG fuera de la Comunidad?
Si[ ] | No [X]
En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacién:
- Nuamero de la notificacion:
7. Resumen del impacto ambiental potencial de la liberacion de los OMG

No se prevé ningin impacto medioambiental atribuible al ONG por las razones siguientes:

Las cepas de Actinobacillus pleuropneumoniae son, en general, especie-especificas y no
afectan al ser humano ni a otras especies diferentes de los cerdos.

Las cepas de Actinobacillus pleuropneumoniae son muy sensibles a temperaturas calidas,
luz solar directa y desinfectantes.

La cepa HP-3276 no se transmite desde los animales inoculados a animales no inoculados.

En el caso improbable de recombinacion gendomica con cepas salvajes de Actinobacillus
pleuropneumoniae, la cepa HP-3276 recuperaria parte del material genomico deleccionado.
El resultado obtenido después de la recombinacion no seria diferente de una cepa
convencional de Actinobacillus pleuropneumoniae.
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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

- peces

- otro animal

OOO00oOxOoOon

(especifique el phylum y la clase)

Otros, (especifiquense):

2. Nombre

1) Orden y taxo6n superior (animales):

i1) Género:

Actinobacillus

iii) Especie:

Actinobacillus pleuropneumoniae

iv) Subespecie:

v) Cepa:

HP-3276.

vi) Patovar (biotipo, ecotipo, raza, etc.):
Serotipo 2

vii) Nombre vulgar:

Actinobacillus pleuropneumoniae.
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Si[X] No[ ]

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

No se sabe [_]

i) Si X

Atlantico
Mediterraneo
Boreal
Alpino
Continental

QO

Macaronésico
i) No ]
iii) No se sabe ]

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

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

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

Si[X] No[ ]

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

Si [ No[ ]

4. Habitat natural del organismo

a) Si es un microorganismo:

Agua
Suelo, en libertad
Suelo, en simobiosis radiculares de plantas

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

Otros , (especifiquense):

[
[
[
[
X

(Cerdos)

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

5.a)  Técnicas de deteccion

Aislamiento primario en medio de cultivo, caracterizacion bioquimica,

serotipificacion y PCR.
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5.b) Técnicas de identificacion

Aislamiento primario en medio de cultivo, caracterizacion bioquimica, serotipificacion y
PCR.

6. Esté 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 patdogeno o nocivo de cualquier otra forma?

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

En caso afirmativo

a) (Para cual de los organismos siguientes?:

humanos ]
animales & (Cerdos)
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 III A de la Directiva 2001/18/CE.

En la patogénesis de la Pleuroneumonia porcina se identifican tres fases: colonizacion,
evasion de los mecanismos de defensa del huésped y lesion de los tejidos diana.

La colonizacion consiste en la capacidad de adhesion del patdogeno a las células o tejidos
diana y de multiplicarse en el organismo huésped. La colonizacidn es un requisito necesario
para el desarrollo de la enfermedad. Se ha observado que Actinobacillus pleuropneumoniae
no presenta adherencia optima al tejido epitalial que recubre la traquea y los bronquios. En
cambio, la adherencia es optima en el tejido epitelial de los bronquiolos terminales y
alvéolos.

Tras la adherencia a los tejidos hospedadores, el establecimiento de la infeccion vendra
condicionada por la capacidad del microorganismo de obtener los nutrientes necesarios para
su propagacion. La disponibilidad de nutrientes esenciales en el tracto respiratorio es, en
general, limitada; por ello los mecanismos desarrollados para obtener los nutrientes
necesarios para su propagacion son considerados como mecanismos patogénicos. Entre
ellos destacan los mecanismos desarrollados para obtener hierro.
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8. Informacién sobre reproduccion

a) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

21 — 28 dias.

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

21 — 28 dias.

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

d) Factores que afectan a la reproduccion:

No aplicable.

9. Capacidad de supervivencia

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

(i1) quistes

(ii1) esclerocios

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

(vii) pupas

(viii) larvas

(ix) otras (especifiquense)

Ooooogog

No aplicable.

b) Factores pertinentes que afectan a la capacidad de supervivencia

Temperatura, UVA (luz solar directa), humedad ambiental.

10.a) Vias de diseminacion

Aerogena
Contacto directo entre animales

10.b) Factores que afectan a la diseminacioén

Baja densidad de animales.
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11.  Modificaciones genéticas previas del organismo receptor o parental de las
que ya se ha notificado la liberacion en el pais notificador (se daran los
numeros de la notificacion)

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

1) Insercion de material genético L]

ii) Eliminacion de material genético  [X]

iii) Sustitucion de una base ]

iv) Fusién celular ]

v) Otro (especifiquese)

2. Resultado que se pretende obtener mediante la modificacion genética

Deleccion de las secuencias genomicas correspondientes a determinados factores de
virulencia de Actinobacillos pleuropneumoniae..

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

Si | No [ |

En caso negativo, pase a la pregunta 5.

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

Si X | No[ |

En caso negativo, pase a la pregunta 5
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4. Si ha contestado afirmativamente a la pregunta 3 b), aporte la informacion
siguiente

a) Tipo de vector

plasmido

bacteriofago

virus

cosmido

Elemento de transposicion
Otros (especifiquense):

LOOOOX

b) Identidad del vector:
Vectores portadores de las secuencias genomicas a deleccionar.

¢) Gama de organismos huéspedes del vector:

Ambos vectores han sido disefiados especificamente para introducir las delecciones
mencionadas en el genoma de Actinobacillus pleuropneumoniae.

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

Si[] No [X]

Resistencia a los antibioticos ]
Otras, (especifiquense)

Indique qué gen de resistencia a los antibioticos se inserta:

e) Fragmentos constituyentes del vector

El analisis del recombinante con la insercion del plasmido muestra la desaparicion de unas
bandas concretas y la aparicion de bandas nuevas. Esta nueva distribucion es acorde con la
delecion realizada. Este recombinante no muestra actividad patégena en comparacion a la
cepa paterna. Este resultado indica que la deleccion reduce considerablemente la actividad
patogénica de la cepa paterna’.

f) Método de introduccion del vector en el organismo receptor
1) transformacion
ii) electroporacion
1i1) macroinyeccion
1v) microinyeccion

OOOOX

v) infeccion

vi) otros, (especifiquense)
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5. Si las repuestas a C. 3) a)y b) son negativas, ;qué método se sigui6 en el
proceso de modificacion?

1) transformacién

ii) microinyeccion

ii1) macroencapsulacion
iv) macroinyeccion

N

v) otros, (especifiquense)

No aplicable.

6. Informacion sobre el fragmento de insercion:

a) Composicion del fragmento de insercion:

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

¢) Funcion prevista de cada parte constitutiva del fragmento de insercion en el OMG

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

e) ¢Contiene el fragmento de insercion partes cuyo producto o funcidén no se conozcan?
sil] No []

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)

1. Indiquese si es:

Viroide
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria
Hongo
Animal
- mamiferos
- insectos
- peces
- otro animal

|

[
[
[
[

Otros ( especifiquense)

(especifique el phylum y la clase):

2. Nombre completo

1) Orden y taxon superior (animales):

ii) Familia (plantas):

1i1) Género:

iv) Especie:

v) Subespecie:

vi) Cepa:

vii) Cultivar/linea de reproduccion:

viii) Patovar:

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

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

En caso afirmativo, especifiquese

(a) ¢para cual de los organismos siguientes? humanos
animales
plantas

[ OO

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 III A:

4. (Esté clasificado el organismo donante con arreglo a normas comunitarias
vigentes en relaciébn 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[ |

En caso afirmativo , especifiquese:

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

| Si[] | No [ ] | No se sabe ]
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E. Informacion sobre el organismo modificado genéticamente
1. Rasgos genéticos y caracteristicas fenotipicas del organismo receptor o
parental que hayan sufrido algun cambio como resultado de la 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

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

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

Especifiquese:

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

Especifiquese:

El OMG no presenta capacidad de diseminacion desde animales inoculados a no
inoculados, en comparacién con la cepa parental.

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

Especifiquese:

El OMG presenta una patogenicidad reducida en comparacion con la cepa parental.

2. Estabilidad genética del organismo modificado genéticamente

El patron genético permanece estable tras realizar 5 pases consecutivos en cultivo y no
revierte a la virulencia después de 2 pases seriados en cerdos.
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3. LEs el OMG, vivo o muerto ( incluidos sus productos extracelulares),
apreciablemente patdogeno o nocivo de cualquier forma?
Si[] No [X] No se sabe [_]
En caso afirmativo:
a) (Para cual de los organismos siguientes? humanos ]
animales ]
plantas ]
otros ]

b) Aporte la informacion pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la letra A de
la seccion 11y en el inciso 1) del punto 2 de la letra C de la seccion II del anexo 111 A

El curso de una infeccion natural por una cepa virulenta de Actinobacillus
pleuropneumoniae puede resumirse como sigue: la cepa patdégena penetra en el cerdo por
inhalacién y coloniza las tonsilas y los pulmones a nivel de los bronquiolos terminales y los
alvéolos. En las vias respiratorias bajas el patogeno se adhiere a determinados factores
presentes en el mucus. El cuadro clinico se produce tras el fracaso de los mecanismos de
defensa pulmonar; el cual se debe en gran parte a la liberacion, por parte de la bacteria, de
exotoxinas Apx responsables ademads, de las lesiones caracteristicas de la enfermedad.

El organismo modificado genéticamente recibe el nombre de Actinobacillus
pleuropneumoniae, cepa HP-3276.

La cepa recombinante obtenida carece de actividad hemolitica y citolitica, y es por tanto una
cepa atenuada.

4. Descripcion de los métodos de identificacion y deteccion

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

Aislamiento en cultivo y PCR.

b) Técnicas utilizadas para identificar el OMG:

Aislamiento en cultivo y PCR.
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F. Informacion sobre la liberacion

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

Evaluacion de la seguridad y la eficacia del OMG como vacuna frente a la Pleuroneumonia
porcina.

2. (Es diferente el lugar de liberacion del hébitat 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):

Las granjas estan localizadas en diferentes poblaciones de las provincias de Lleida, Girona y
Tarragona.

b) Area del lugar (m®):
(i) lugar real de la liberacion (m?): 309 hectareas aprox.

(ii) area de liberacion mas amplia (m?): 309 hectareas aprox.

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

Ninguno

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

Cultivo de cereales, vid y arboles frutales.
Fauna: conejos, aves, zorros y jabalies.
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4. Método y amplitud de la liberacion

a) Cantidad de OMG que vaya a liberarse:

Se liberara un minimo de 1,2 x 10" cfu. El OMG se administrara a cerdos mediante
inyeccion intramuscular.

b) Duracién de la operacion:

El OMG sera liberado 2 dias (dias de vacunacion y revacunacion). El periodo de
observacion serd de 6 meses.

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

No se prevé ninguna diseminacion del OMG, ya que este se inoculara via intramuscular y se
ha demostrado que el OMG no disemina a partir de animales inoculados. En todo caso los
animales estaran alojados en granjas aisladas.

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

El clima en Cataluiia es Mediterraneo. Los veranos son muy calurosos y los inviernos
templados. Las precipitaciones son escasas ¢ irregulares y suelen producirse en primavera y
en otoflo; en numerosas ocasiones suelen ser torrenciales y provocan abundantes
inundaciones. Se pueden disfrutar muchos dias de sol al afio.

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

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

1. Nombre del organismo objeto de investigacion (si procede)

1) Orden y taxon superior (animales):

Vertebrae

ii) Familia (plantas):

iii) Género:

Suis

iv) Especie:

Sus scrofa

v) Subespecies:

vi) Cepa:

vii) Cultivar/Linea de reproduccion:

viii) Patovar:

ix) Nombre vulgar:

Cerdos (cerdos de engorde).

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

Replicacion del OMG en el organismo del animal inoculado, sin provocar reacciones
adversas.
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3. Otras interacciones potencialmente significativas con otros organismos en el
medio ambiente

Ninguna.

4. (Es probable que se dé 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

Especifiquese:

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

Ninguna.

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 taxo6n superior (animales):

ii) Familia (plantas):

iii) Género:

iv) Especie:

v) Subespecie:

vi) Cepa:

vii) Cultivar/linea de reproduccion:

viii) Patovar

ix) Nombre vulgar:
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7. Probabilidad de intercambio genético en vivo

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

La recombinacion entre el OMG y cepas de campo es improbable. En caso de producirse, el
OMG incorporaria parte de las secuencias gendémicas deleccionadas. Este hecho no supone
ningun efecto negativo para el medio ambiente.

b) De otros organismos al OMG:

Ninguna.

c¢) Consecuencias probables de la transferencia de genes:

Ninguna.

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.)

Los estudios realizados con la cepa HP-3276 han demostrado que esta es menos patogena
que la cepa parental, no interfiere con el medio ambiente, no disemina desde los animales
inoculados.

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

Ninguna.
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H. Informacion sobre el seguimiento

1. Métodos de seguimiento de los OMG

Barreras fisicas en la zona de liberacion. Ausencia de fauna salvaje sensible al OMG.

2. Meétodos de seguimiento de las repercusiones en el ecosistema

No aplicable, ya que no se esperan efectos adversos para el medio ambiente. La presencia
del OMG en la fauna salvaje puede ser confirmada en caso necesario.

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

No aplicable.

4. Tamaio del area de seguimiento (m2)

309 hectareas aproximadamente

5. Duracion del seguimiento

6 meses (duracion de todo el ensayo).

6. Frecuencia del seguimiento

Diario.
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I Informacion sobre el tratamiento posliberacion y el tratamiento de
residuos
l. Tratamiento del lugar tras la liberacion

Ninguna, ya que no se espera liberaciéon del OMG en el medio ambiente.

2. Tratamiento del OMG tras la liberacion

Ninguno.

3(a) Tipo y cantidad de residuos producidos

Frascos de vidrio utilizados para envasar el OMG, y material de pléstico utilizado para la
inoculacion y toma de muestras.

3(b) Tratamiento de residuos

Los viales de vidrio, jeringas, agujas, tubos y otros materiales que hayan podido entrar en
contacto con el OMG seran esterilizados mediante incineracion en la misma granja.

J. Informacion sobre planes de actuacion en caso de emergencia

1. Meétodos y procedimientos de control de la diseminacién del OMG o de los
OMG en caso de dispersion imprevista

Sacrificio e incineracion de todos los animales de la granja y desinfeccion de todas las
instalaciones.

2. Meétodos de eliminacién del OMG o de los OMG de las areas potencialmente
afectadas

Formaldehido, fenoles y UVA
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3. Métodos de eliminacién o saneamiento de plantas, animales, suelos, etc. que
pudieran ser expuestos al organismo durante la dispersion o después de la
misma
Todos los animales serian sacrificados e incinerados inmediatamente.
4. Planes de proteccion de la salud humana y del medio ambiente en caso de que

se produzca un efecto no deseable

El OMG esta basado en el microorganismo Actinobacillus pleuropneumoniae, €l cual no
afecta al ser humano ni a otras especies animales o plantas.




