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A. Notificador

1) Nombre y titulacion del responsable de la notificacion:

Dr. Pablo Gastaminza Landart.
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2) Centro, Institucion o Empresa:

Centro Nacional de Biotecnologia
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)
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4) Persona de contacto:

Fernando Usera Mena
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Tel: 915854541
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B. Instalacion donde se va a desarrollar la operacion de utilizacion confinada (si
previamente ha sido comunicada para este tipo de operaciones):

1) Fecha de comunicacion de la notificacion relativa a la instalacion: 7/03/2001

2) Numero de Notificacion: A/ES(00/1-8

C. Informacién_sobre el personal y su formaciéon (Titulacién y experiencia en el

sector):

1) Responsable de la actividad de utilizacion confinada objeto de la notificacion:
Dr. Pablo Gastaminza Landart. Doctor en Biologia Molecular. Trece afos como investigador en el
campo de la virologia, especializado patégenos humanos: virus de la gripe y de la hepatitis C. Ha
contribuido al desarrollo de un sistema de infeccion en cultivo celular similar al que se presenta
en esta solicitud por lo que posee amplia experiencia (5 afios) con dicho sistema.

2) Responsables de la vigilancia y/o control (s6lo en el caso que sean diferentes que los
notificados para el caso de las instalaciones):

Fernando Usera Mena, Doctor en Ciencias. Investigador Titular de Organismos Publicos de

Investigacion. Responsable del Servicio de Proteccién Radiologica y Seguridad Biolégica del
CNB desde 1993.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD:

1) Finalidad de la actividad:

Produccién segura de virus infecciosos recombinantes de la hepatitis C (HCV) a partir de cDNAs
clonados con objeto de estudiar aspectos basicos de la biologia de HCV, incluyendo los factores
celulares y virales que regulan la infeccién por HCV en cultivo celular. Se empleara para ello un
genotipo quimérico recombinante (Jc1) generado a partir de dos cepas de HCV aisladas de
pacientes: JFH1 y J6CF, ambas del genotipo 2a. En el Apartado V se detallan las modificaciones
genéticas realizas para obtener dicho virus recombinante, descritas ademas en el Anexo 1. La
cepa quimérica Jc1 produce particulas virales en cultivo celular ya que es un genoma basado en
JFH-1, la Unica cepa viral aislada de pacientes capaz de propagarse en cultivo celular (Anexo 2),
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ya que otras cepas silvestres de HCV obtenidas de pacientes no replican eficazmente en cultivo.
Esta adaptacion a cultivo celular suele resultar en un fenotipo atenuado en infecciones
experimentales en chimpancés, tal y como se ha demostrado para los genotipos JFH-1 y un
recombinante semejante a Jc1 (Anexo 3), lo cual aumenta la seguridad en la manipulacion de
dichas cepas. El objeto de este documento es el de comunicar las actividades relacionadas con
la manipulacién de los virus mencionados en cultivo celular.

2) Clasificacion de la actividad conforme al articulo 5 y Anexo Ill de la Directiva 98/81/CE y
Decision de la Comisién 2000/608/CE, de 27 de septiembre:

Tipo 1
Tipo 2
Tipo 3
Tipo 4

LIXC0]

INFORMACION SOBRE EL ORGANISMO RECEPTOR O PARENTAL DEL CUAL SE DERIVA
EL OMG

1) Nombre cientifico: Virus de la hepatitis C.
Taxonomia: Flaviviridae, genero Hepacivirus

Nombre comun: HCV

2) Descripcion de los métodos de identificacion y aislamiento.

a) Técnicas de aislamiento:

El HCV tiene un tropismo exclusivamente humano. El virus se encuentra en el higado y
circulando en sangre de pacientes infectados. El virus como tal no puede ser aislado de
pacientes si no es en forma de cDNA generado por RT-PCR a partir del genoma de RNA
viral de sangre infectada, ya que cepas silvestres de HCV no son capaces de replicar en
cultivo celular y por lo tanto no se pueden realizar cultivos primarios de HCV para aislar e
identificar el virus.

b) Técnicas de identificacion:

Existen herramientas diagndsticas comerciales que determinan la presencia de HCV en
pacientes basadas tanto en la seropositividad (presencia de anticuerpos frente al virus)
asi como técnicas moleculares basadas en la amplificacion del genoma de RNA viral por
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RT-PCR cuantitativa a partir de sangre de individuos infectados. Ambas técnicas se
emplean rutinariamente en clinica.

c) Marcadores genéticos:

Se dispone de secuencias completas de cientos de aislados de HCV en las bases de
datos (http://hcv.lanl.gov/content/sequence/HCV/ToolsOutline.html). Si bien existen al
menos 6 genotipos de HCV a su vez subdivididos en diferentes subgenotipos, existen
secuencias conservadas en areas del genoma viral que permiten amplificar por RT-PCR
los genomas virales. Para ello pueden emplearse los siguientes primers.

HCVup
5 TCTGCGGAACCGGTGAGTA 3

HCViow
5 TCAGGCAGTACCACAAGG 3

d) Marcadores fenotipicos:

Los pacientes infectados presentan viremia (presencia de RNA viral en sangre). La
infeccion cronica por HCV se caracteriza por las alteraciones hepaticas (elevacion de
transaminasas en sangre, hepatoesteatosis) e inmunologicas (linfoma, crioglobulinemia).

e) Estabilidad genética:

Los virus de la hepatitis C poseen un genoma de RNA de cadena sencilla y polaridad
positiva. Dicho genoma se amplifica mediante la actividad de una RNA polimerasa
dependiente de RNA. La fidelidad de estas RNA-polimerasas virales es muy baja y
producen tipicamente alrededor de un cambio de nucleétido por genoma. Por lo tanto,
existe una poblacién diversa de cuasiespecies con pequefias alteraciones genéticas
circulando en un mismo paciente.

3) Posibles modificaciones genéticas anteriores:
No se conocen.

4) ;Se considera patdégeno el organismo receptor o parental?

Sl X NO [

5) En caso afirmativo, especificar para qué clase de los organismos (seres humanos, animales,
plantas) se considera patdégeno este organismo, vivo o muerto, y/o sus productos
extracelulares:
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El virus de la hepatitis C es un patdgeno que infecta exclusivamente a humanos v,
experimentalmente, a chimpancés a través de la inoculacion de material biolégico contaminado
(principalmente sangre y hemoderivados). No existe zoonosis alguna y el virus se transmite
principalmente por sangre contaminada.

6) Si el organismo receptor o parental es patégeno para los seres humanos, especificar el
grupo de riesgo asignado de acuerdo con la legislacion comunitaria existente, (en
particular la Directiva 2000/54/CE) o segun otros sistemas de clasificacion, nacionales o
internacionales (OMS, NIH, etc.):

El virus de la hepatitis C ha sido asignado al grupo de riesgo 3. No obstante la
Directiva 2000/54/CE también indica que el riesgo de infeccién se encuentra limitado al
personal expuesto puesto que no es infeccioso a través de aerosol.

a) ¢De que modo se manifiesta la patogenicidad?
La infeccion crénica por el virus de la hepatitis C causa una inflamacién hepatica crénica de
desemboca en fibrosis, cirrosis y, en un fracciéon importante de los infectados, en carcinoma
hepatocelular. No existe vacuna eficaz frente a HCV. El tratamiento actual, interferon+ribavirina,
es caro, soélo parcialmente eficaz y asociado con importantes efectos adversos.

b) En el caso de cepas no virulentas de especies patdgenas: ¢ es posible excluir la
reversion a la patogenicidad?

S ] NO [X

Por qué: Se desconocen las bases moleculares que determinan el grado de
patogenicidad.

6) La cepallinea celular receptora o parental: ;esta libre de agentes bioldgicos contaminantes?
Si. Se trata de DNA recombinante a partir del cual se genera virus infeccioso. Las células Huh-7
no pueden ser infectadas con cepas de campo y su susceptibilidad se encuentra limitada a las
cepas adaptadas a cultivo celular.
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7) Experiencia adquirida en relacion con la seguridad en la utilizacién del organismo
receptor:

El solicitante cuenta con mas de 13 afos de experiencia en manipulacién de virus patégenos
humanos en cultivo celular, incluyendo estudios de genética reversa y patogénesis, primero con
el virus de la gripe y actualmente con el virus de la hepatitis C. El solicitante es autor de uno de
los trabajos que permitié el desarrollo de un sistema de infeccién para HCV en cultivo celular (ver
Anexo 2), con el que viene trabajando desde que este sistema existe. El solicitante no trata de
desarrollar un sistema nuevo, sino el de recibir autorizaciéon para desarrollar actividades que el
solicitante viene desarrollando fuera de Espana desde hace 5 anos.

9) Informacién sobre la capacidad de supervivencia y de reproduccion en el medio
ambiente:

a) ¢El organismo receptor es capaz de sobrevivir fuera de las condiciones de cultivo?:
La superviviencia del virus fuera del medio de cultivo es muy baja.

En caso afirmativo:

b) Capacidad de crear estructuras de resistencia o letargo:
i) esporas L]
i) endosporas ]
iii) quistes L]
iv)  esclerocios [ ]
V) esporas asexuales (hongos) ]
vi) esporas sexuales (hongos) ]
vii)  virus X

viii) otros, especifiquese

c) Otros factores que afectan la capacidad de supervivencia:
El virus no es capaz de sobrevivir fuera de la sangre o del medio de cultivo, es muy
sensible a detergentes y a isopropanol ya que tiene una envuelta lipidica. También es
sensible a la inactivacién por temperatura: el virus es inestable cuando es incubado
incluso a 37°C (infectividad 100 veces menor en 24 horas). y son suficientes 10 minutos a
60°C para inactivar completamente las muestras infecciosas.

d) Posibles nichos ecolégicos:

Infeccion limitada a humanos y chimpancés. El virus se transmite esencialmente por via
sanguinea por lo que la propagacion espontanea del virus en el medio es virtualmente
inexistente. Se sospecha que la propagacién del virus se ha venido produciendo
principalmente por infeccion iatrogénica por transfusion de sangre contaminada.
Actualmente la poblacion de mayor riesgo, ademas del personal sanitario y pacientes que
requieren transfusion sanguinea o dialisis, es la de los toxicbmanos que consumen drogas
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por inyeccion intravenosa asi como personal sanitario expuesto a material infeccioso. La
eventual liberacion accidental al medio de este patdégeno no supondria un peligro
biolégico inmediato. En caso de infeccion adquirida por el personal expuesto, no existe
peligro inmediato de propagacién al medio.

e) Tiempo de generacién en ecosistemas naturales:
No aplica.

10) Efectos posibles sobre el medio ambiente:
No aplica.

a) Implicaciones en procesos ambientales (p.e. fijacion del nitrdgeno o regulacion del pH
del suelo):
No aplica.

b) Interacciones con otros organismos y efectos sobre éstos:

En pacientes co-infectados con HIV se ha descrito una exacerbacion de los sintomas de
la hepatitis asi como una eficacia reducida del tratamiento estandar frente a HCV.

No existe posibilidad de intercambio de material genético entre los virus recombinantes y
otros organismos o entre ellos de forma espontanea.

11) Distribucion geogréfica y tipo de ecosistema en el que se encuentra el organismo receptor:
El virus infecta a humanos y no se conoce ningun reservorio en el medio ni zoondsis alguna, por
lo que su distribucion geografica coincide con la de la poblaciéon humana.

12) Habitat natural del organismo:
Poblacion humana (3% de la poblacion mundial se encuentra infectada persistentemente).

INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO DONANTE

1) Nombre cientifico:
Virus de la hepatitis C (cepas JFH-1 y J6CF del genotipo 2a)
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Taxonomia: Familia: Flaviviridae; Género: Hepacivirus.
Nombre comun: JFH-1 y J6CF

2) Tipo de material genético utilizado para la transformacion:
cDNAs de cepas virales obtenidas de pacientes infectados.

3) Funcidn prevista del material genético utilizado en la modificacién genética:
Las generaciéon de un genoma quimérico de JFH-1 y J6CF permiten la produccion de virus
recombinante infeccioso en cultivo celular.

4) ¢ Es patdgeno o nocivo de cualquier otra forma (incluidos sus productos extracelulares) el
organismo donante, vivo o muerto?
sl KX NO [
a) En caso afirmativo, especificar para que organismos:
i) seres humanos X
i) animales []
ii) plantas L]
b) ¢ De que modo se manifiesta la patogenicidad?

La infeccién crénica por el virus de la hepatitis C causa una inflamaciéon hepatica crénica. Sin
embargo, las cepas resultantes de las modificaciones genéticas descritas presentan una
adaptacion especifica al crecimiento en cultivo celular, lo que reduce su patogenicidad y aumenta
la seguridad en su manipulacién.

c) Las secuencias insertadas: ¢estan implicadas de alguna forma en las propiedades
patégenas o nocivas del organismo?
En el caso de las secuencias derivadas del virus de la hepatitis C, las secuencias insertadas son
esenciales para la replicacion del virus y, por lo tanto, para su la patogenicidad. Si embargo, las
combinaciones de secuencias insertadas dan lugar a una adaptacion especifica al crecimiento en
cultivo celular, lo que reduce su patogenicidad y aumenta la seguridad en su manipulacion.

8) ¢lIntercambian los organismos donante y receptor material genético de forma natural?
No.

INFORMACION RELATIVA A LA MODIFICACION GENETICA
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1) Tipo de modificacion genética:

a) Insercion de material genético
b) Deleccién de material genético
c) Sustitucién de bases

d) Fusién celular

e) Oftros, especifiquese

LI

4) Finalidad de la modificacion genética:
La fusion de la region estructural de la cepa J6CF con la regién no estructural de JFH-1 permite
el rescate de virus infeccioso del genotipo 2a con una eficiencia mayor que JFH-1.

5) Método utilizado para llevar a cabo la modificacion genética:

Técnicas de biologia molecular estandar para manipulacion de ADN recombinante, ya que todos
los genomas se manipulan como cDNA clonado en plasmidos.

La secuencia Jc1 se generd sustituyendo, en el cDNA de JFH-1, las secuencias
correspondientes a los genes estructurales por las obtenidas a partir del cDNA de un HCV del
genotipo 2a aislado de un paciente infectado (J6CF). El resultado es un genoma quimérico con
secuencias derivadas de dos virus muy semejantes (genotipo 2a), cuya combinacién resulta en
un virus altamente adaptado a cultivo celular.

Estos cDNAs son posteriormente transcritos in vitro empleando para ello polimerasa del fago T7
comercial (Ambion). EI RNA viral purificado resultante sera transfectado por electroporacién en
células Huh-7. Una vez introducido en la células diana, el RNA viral es traducido a proteina. Las
proteinas virales forman complejos de replicacion que daran lugar a genomas progenie y a la
produccion de viriones en el sobrenadante que seran almacenados a -80°C. Dichos
sobrenadantes seran empleados para propagar la infeccion en células Huh-7 para producir
stocks de virus que seran empleados en diversos experimentos.

4) ¢,Se ha utilizado un vector en el proceso de modificacion?
si X NO [
En caso afirmativo:

a) Tipo e identidad del vector:
Se ha empleado el plasmido pGemT (Promega).

b) Dimensiones del vector (pares de bases):
pGemT (3000 bp)
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c) Aportar mapa de restriccion del vector (funciones y posicion de genes estructurales,
genes marcadores, elementos reguladores, sitios de insercion, origen de replicacion,
origen, funcion y secuencia de otros elementos presentes en el vector):

Ver Anexo 5.

d) Gama de hospedadores del vector:
E.coli

e) Caracteristicas de la movilidad del vector:

1) factores de movilizacion
No tiene

i) Si el vector es un bacteriéfago, un césmido o un fasmido, ¢se han inactivado
sus propiedades lisogénicas? No aplica

ii1) ¢ Puede el vector transferir marcadores de resistencia a otros organismos?

El vector se emplea exclusivamente in vitro y no se transfiere a las células
humanas receptoras. Sélo se transfiere el ARN viral que no tiene capacidad para
integrarse en el genoma de las células receptoras. Ademas el ciclo vital del virus
es exclusivamente citoplasmico, reduciendo aun mas la remota capacidad de
integracion.

Informacion del inserto:

a) Dimensiones del inserto, mapa de restriccién y secuencia:
Ver Anexo 4

b) Origen y funcion especifica de cada parte del inserto:

Los insertos constituyen genomas completos del virus de la hepatitis C correspondiente a
los genotipos 1a y 2a clonados a partir de ARN aislado de suero de pacientes infectados
por RT-PCR. Los elementos principales de estos genomas son:

-Secuencias no codificantes 5 (5’UTR): secuencias de ARN viral esenciales para la
replicacion y traduccién del genoma. Incluye un elemento IRES que permite la traduccion
del genoma de forma independiente de estructuras cap, tipicas de mensajeros celulares.
-Secuencia codificante: Codifica la poliproteina viral que es procesada por proteasas
celulares y virales para dar lugar a todas las proteinas virales:

.core: proteina de la capside (cepa J6CF)

1 0 Ministerio
de Medio Ambiente



.E1/E2: complejo de la glicoproteina de la envuelta. (cepa JG6CF)

.p7: viroporina de HCV, implicada en el ensamblaje de particulas virales (cepa J6CF)
.NS2: Proteasa viral implicada en el ensamblaje de particulas virales. (quimérica cepas
J6CF y JFH-1)

.NS3: Proteasa/Helicasa viral con funcién en la replicasa y como antagonista de la
respuesta inmunitaria innata. (cepa JFH-1)

.NS4A: Componente de la replicasa. (cepa JFH-1)

.NS4B: Componente de la replicasa. (cepa JFH-1)

.NS5A: Componente de la replicasa con funciones esenciales para el ensamblaje de
viriones. (cepa JFH-1)

.NS5B: Polimerasa viral. (cepa JFH-1)

-Secuencias 3’'UTR: Secuencias de ARN no codificante esenciales para la replicacion-
traduccion del virus.

c) Descripcion del método utilizado para la transformacion:
La clonaciéon de ADN complementario (cDNA) incluye los siguientes pasos:

Fragmentacion: La preparacion de los fragmentos para la clonacién se obtiene por RT-
PCR, digestiéon con enzimas de restriccion y purificacion mediante electroforesis en gel de
agarosa o cromatografia con columnas.

Ligacion: Consiste en la insercién del fragmento (cDNA) en un vector. Para ello, el vector
(que generalmente es circular) se convierte en una secuencia lineal (mediante digestion
con enzimas de restriccion), y se incuba con el fragmento que contiene el gen de interés
en presencia del enzima ADN ligasa.

Trascripcion: EI cDNA completo se convierte en una secuencia lineal (mediante digestion
con enzimas de restriccion) y se emplea como molde para la transcripcion in vitro a ARN.
Transfeccion: El ARN viral se transfecta por electroporacion en las células diana. En el
medio de cultivo de estas células se liberan los viriones. Por tanto, utilizaremos este
sobrenadante para infectar posteriormente las células en estudio.

d) Informacion sobre los genes estructurales presentes en el inserto:

Indicada en el apartado relativo al organismo receptor.

e) Informacion sobre los elementos reguladores presentes en el inserto:
No existen elementos reguladores en el inserto.

f) ¢ Elinserto ha sido secuenciado completamente?
Si. Ver Anexo 4.

g) ¢Contiene secuencias que no son necesarias para la funcion deseada? En caso
afirmativo, especifiquese.
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No.

h) ¢Contiene secuencias cuya funcibn es desconocida? En caso afirmativo,
especifiquese.
La mayoria de las funciones de las proteinas virales a estudio se conoce aunque
pueden existir funciones adicionales no descritas previamente. El virus y las proteinas
virales per se son objeto de estudio.

VL. INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE

1)

Estado y expresion del material genético introducido:
a) ¢ Es un plasmido libre? Si.
En caso afirmativo:

i) Numero de copias
El niumero de copias de cada uno de los genes en el vector es 1.

ii) ¢ El plasmido recuperado corresponde al construido?
Si

b) ¢ Esta integrado en los cromosomas nucleares? No
En caso afirmativo:

i) numero de copias:

i) localizacion cromosomica:

iii) secuencias laterales:

1v) ¢ La insercion inactiva la expresion de otros genes?:
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2)

C) Sise trata de un virus:
i) Es defectivo

L]
i) Es potencialmente inducible L]

d) Anadlisis moleculares realizados relativos a la expresiéon del producto deseado (PCR,
Northern, secuenciacion, otros):

i) Determinacién de la estructura del inserto (secuenciacién) X
ii) Transcripcionales (sintesis de niveles de mRNA) =
iii) Traduccionales (sintesis de niveles de proteinas) =

Aportar toda la documentacién al respecto.

Esta informacion ha sido publicada en los siguientes trabajos originales asi como
en publicaciones subsecuentes por un amplio niumero de laboratorios. El trabajo original
donde se describe esta cepa recombinante se muestra en el Anexo 1. En dicha
publicacién se miden los niveles de RNA viral acumulados por replicacién en las células
mediante RT-PCR, asi como la expresion de proteinas virales por Western Blot e
inmunofluorescencia.

Caracteristicas genéticas y fenotipicas modificadas del organismo receptor o parental
como resultado de la manipulacion genética:
El organismo receptor presenta mutaciones que permiten la propagacion del virus en cultivo
celular.
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:

La cepa Jc1 ha adquirido la capacidad de multiplicarse en células en cultivo,
propiedad de la que carecen el genotipo J6CF del que procede. Jc1 presenta una
tasa de produccién de virus superior a la cepa donante JFH-1. Por otro lado, un virus
quimérico muy similar a Jc1 en cuanto a su composicién genética y su capacidad
replicativa in vitro muestra una clara atenuacion en el modelo de infeccién en
chimpancés. En el Anexo 3, se describe como un virus quimerico J6CF/JFH-1 similar
a Jc1 es capaz de infectar chimpancés, si bien lo hace de forma limitada en el tiempo
y en ausencia de signos clinicos de hepatitis.
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c) ¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a los posibles efectos sobre el
medio ambiente? En caso afirmativo, especifiquese: No

d) ¢Es diferente el OMG en cuanto a las caracteristicas nutricionales? En caso afirmativo,
especifiquese: No

e) Marcadores especificos del OMG:

Los virus resultantes tienen una secuencia conocida (Anexo 4) que puede ser analizada
mediante RT-PCR y secuenciacion, empleando para ello primers especificos. Al disponerse
de cDNAs completos pueden asimismo generarse sondas especificas para detectar el ARN
viral mediante Northern Blot.

3) Estabilidad genética del OMG (Estado y secuencia del inserto después de un cierto numero
de generaciones).

Los plasmidos utilizados y las células diana tienen una alta estabilidad genética. El virus
generado a partir del ARN viral presenta una estabilidad genética alta, si bien la baja fidelidad de
la ARN-polimerasa viral genera un numero significativo de mutantes puntuales si es propagado
de forma prolongada en cultivo celular. Para evitar esta deriva genética, tipica de los virus con
genoma de ARN, se utilizaran virus que han sufrido un numero de pases menor a 3, tras lo que
se volvera a producir un virus monoclonal con secuencia conocida a partir del cDNA clonado, tal
y como se describe anteriormente.

4) Posibilidad de transferencia de material genético a otros organismos:
La probabilidad es extremadamente baja, virtualmente imposible.

5) ¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a la patogenicidad para el hombre,
plantas o animales? En caso afirmativo, especificar.

Si. Se ha demostrado una atenuacion clara para el genotipo JFH-1 en el modelo de infeccién en

chimpancés y un virus quimérico muy similar a Jc1 (Anexo 3) Se prevé una atenuacion

semejante para la cepa Jc1.

6) Descripcion de métodos de identificacion y aislamiento empleados.

a) Técnicas utilizadas para la identificacion del OMG.

El OMG se identificara al final del proceso. Se infectaran las células de mamifero con el
sobrenadante de las células transfectadas con el ARN viral que contiene los viriones, y en
estas células se comprobara si se han producidos viriones de HCV mediante tres técnicas
principales:
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1- RT-PCR (Reverse Transcriprion-Polymerase Chain Reaction), empleando
oligonucleétidos especificos para cada uno de los virus.

2- WB (Western Blotting): utilizando anticuerpos especificos contra las proteinas
codificadas por HCV (core y NS5A)

3- Inmunofluorescencia: utilizando anticuerpos especificos contra las proteinas
codificadas por HCV (core y NS5A)

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

El OMG no puede sobrevivir en el medio ambiente, por tanto no son necesarias.

DESCRIPCION DE LAS OPERACIONES

1) Naturaleza de las operaciones:

a) Ensefanza [] Volumen maximo:
b) Investigacion X Volumen maximo: 50ml por ensayo
c) Desarrollo [] Volumen maximo:

2) Periodo propuesto para la utilizacion confinada: Se prevé un periodo minimo de 5 afios desde
la recepcion de la autorizacién de la actividad confinada.

3) Finalidad de la actividad de utilizacion confinada, incluidos los resultados esperados:
Produccién de virus de la hepatitis C infeccioso para estudiar aspectos basicos de la infeccion por
este patégeno humano, incluyendo los factores celulares y virales que regulan su replicacion en
cultivo celular.

4) Origen del OMG: indicar si el OMG procede de otro Centro, y si es asi, si dicho Centro esta
registrado conforme a la normativa espanola y/o europea vigente sobre OMG:

El OMG sera generado en el CNB a partir de plasmidos que contienen el cDNA correspondiente

a los genotipos anteriormente descritos. Por lo tanto el OMG no procede de otro centro.

Los plasmidos provienen de la Universidad de Heidelberg (Heidelberg, Alemania).

5) Informacion sobre el transporte de los OMG en el caso de que provengan de, o se destinen a
otros centros o instalaciones, asi como descripcion de las medidas adoptadas durante el
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mismo en virtud de la legislacién aplicable' (tipo de transporte, documentacién de
acompanamiento e identificacion o/y etiquetado).
No se prevé el transporte de OMGs

6) Descripcion de los métodos de manejo de los OMG (incluyendo descripcion de las fases de
cultivo y concentracién maxima de OMG en el cultivo):

Produccién de virus infeccioso a partir de cDNA clonado:

Células de hepatoma humano (Huh-7; 4 millones) seran transfectadas con 10 ug de ARN viral
transcrito in vitro en el laboratorio P3 donde seran cultivadas a 37°C en un volumen maximo de
20 ml en “flasks” de 162 cm? con filtros incorporados en los tapones. Las muestras de células
infectadas seran monitorizadas para determinar la produccion de particulas infecciosas en su
sobrenadante por dilucion limite en células no infectadas e immunofluorescencia o western-blot.
Aliquotas de los sobrenadantes se guardaran a -80°C y se emplearan para experimentos de
infeccion.

Infeccion de células de hepatoma humano (Huh-7) con el virus recombinante Jc1 para
produccién de stocks:

Células Huh-7 o derivadas (2 millones en 20 ml-flask de 162cm?) seran infectadas a baja
multiplicidad (moi 0.01). Las células se mantendran en cultivo durante 10 dias, siendo pasadas
las células los dias 3 y 6 postinfeccion. Los sobrenadantes se filtraran a través de filtros de 0.45
pm y se guardaran alicuotas de 5 ml a -80°C.

Infecciones en distintas condiciones experimentales:

Los stocks anteriormente descritos seran empleados para inocular células Huh-7 (tipicamente en
multipocillos M6) a distintas multiplicidades siendo el volumen maximo por placa inferior a 20 ml.
Dichas placas multipocillo seran incubadas en un contenedor secundario dentro de los
incubadores a 37°C durante distintos periodos de tiempo en funcion de cada experimento.

Las fases criticas de estos ensayos implica la manipulacion de material infeccioso
(sobrenadantes y ceélulas infectadas), manipulacion que tendra lugar dentro de la cabina de
bioseguridad, siguiendo las normas propias del P3. La manipulacion de dichas muestras fuera de
la cabina se cehira exclusivamente a recipientes cerrados y confinados en contenedores
secundarios para su centrifugacion y almacenamiento. Toda muestra que deba ser procesada
fuera del P3 sera adecuadamente inactivada con agentes caotropicos (4M isotiocianato de
guanidina), fenol, detergentes ionicos (1% SDS) o paraformaldehido (4% en PBS- 20 min-fijado
de células infectadas) antes de proceder a su manipulacion fuera del P3, tras esterilizar las
superficies exteriores de los tubos o placas de cultivo que llevan la muestras inactivadas.

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 (http://www.adr-digital.com/adr/adr1999/A2C62 _MM99.pdf) y principales modificaciones: (ADR)
version 2005, Clase 6.2 y Clase 9 (http://www.adr-digital.com/adr/adr2005/adr_2005.htm)
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.
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:
Decision BS-1/6 (http://www.biodiv.org/biosafety/cop-mop/result.aspx?1id=8288&Ig=1 )
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7) Descripcion de las medidas de confinamiento y proteccidon que vayan a aplicarse incluida la

informacion relativa a la gestion de los residuos (tratamiento, forma y destino final):
Todos los residuos bioldgicos que se generen seran inmediatamente inactivados dentro de los
recintos de contencion (cabinas de bioseguridad) mediante la utilizacion de germicidas de amplio
espectro usados en rotacion. Posteriormente, los residuos liquidos ya inactivados se enviaran a
la planta de tratamiento de efluentes liquidos del laboratorio y los sélidos se autoclavaran. Los
procedimientos de autoclavado y esterilizacion por calor en la planta “Biowaste” se han validado
previamente y se validaran periédicamente mediante la utilizacion de kits de esporas del
microorganismo testigo Bacillus stearothermophilus. Estas validaciones se han realizado a
nivel interno (servicio de bioseguridad del CNB) y a nivel externo (empresas especializadas en
validaciones de estos sistemas). Para mayor informacion remitirse a la solicitud de
autorizacioén de la instalacion.

8) Resultados previstos:
Se prevé obtener virus infecciosos de la hepatitis C adaptados a cultivo celular que infecten y se
propaguen en células de hepatoma humano (Huh-7).

Vil. INFORMACIONES ADICIONALES RELATIVAS A LA UBICACION DE LA INSTALACION

1) Proximidad a fuentes de peligro potenciales:

El riesgo de contaminacion en dependencias cercanas a la instalacion o en el medio ambiente
externo al Centro Nacional de Biotecnologia es practicamente inexistente por las siguientes
razones:

-El laboratorio esta equipado con todos los medios e infraestructura de contencion necesarios,
resaltdndose el sistema de tratamiento de aire y el sistema de inactivacion biolégica de efluentes
liquidos. Es mas, consideramos que el nivel de contencion obtenido excede en determinados
parametros el exigido por la legislacion para las operaciones confinadas de tipo 3.

-Estos medios e infraestructura ya se han validado previamente por una empresa externa y seran
validados por ésta empresa u otras anualmente o tras averias. Igualmente, el servicio de
Seguridad Biolégica validara periodicamente a nivel interno todos los métodos y sistemas de
inactivacion biologica y esterilizacion mediante la utilizacion de microorganismos testigo utilizando
diferentes métodos.

-La instalacion dispone de un completo reglamento de funcionamiento donde se especifican las
normas de higiene, proteccion, contencion y gestién de residuos, tanto para el personal usuario
como para el propio servicio de seguridad biologica. Con ello se pretende realizar una gestion
integral en Bioseguridad. Todos los protocolos de manipulacion, transporte y conservacién de
agentes bioldgicos y OMG, limpieza y sanitizacién de zona, esterilizaciéon e inactivacion bioldgica
se encuentran protocolizados por escrito y se dispone de programas de actuacion para aquellos
procedimientos en que sea conveniente.

-La instalacion dispone de un plan de emergencias y evacuacion que ha intentado cubrir todos
los procedimientos de actuacién ante supuestos de incidente, accidente y emergencia.
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-Tanto el laboratorio, como las instalaciones que aseguran las necesarias medidas de contencion
secundaria, disponen de variados medios de alarma “in situ” y en la consola de control central del
edificio ante la ruptura accidental de las barreras de contencion secundaria.

-El indice de ocupacién de las dependencias cercanas al laboratorio es muy bajo al tratarse de
servicios de apoyo a la investigacién o de laboratorios de técnicas especiales de uso comun. No
hay ningun laboratorio con un grupo de investigacion anexo a la instalacion.

-El Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) se encuentra enclavado en una zona relativamente
nueva del Campus de la Universidad Autdbnoma de Madrid. Esta zona se caracteriza por la
amplitud existente entre los edificios que la constituyen, fundamentalmente otros centros de
investigacion.

-No existen zonas residenciales cercanas al CNB.

-No existen en las cercanias cultivos, explotaciones ganaderas, cotos, reservas de caza, o zonas
naturales protegidas o con especial interés ecoldgico.

2) Descripcion de las condiciones climaticas predominantes:
Clima continental-mediterraneo con primaveras y otofios hiumedos e inviernos y veranos secos,
fuerte gradiente de temperaturas estacional. Viento predominante N.O.

3) Notificacion de la instalacion: indicar las secciones donde se desarrolla la actividad objeto de la
notificacién, con indicaciones de la categoria de confinamiento prevista:

Las operaciones indicadas se realizaran en uno de los tres sub-laboratorios del laboratorio de

cultivos “in vitro” de nivel 3 de contencion bioldgica con autorizacion del 7/03/01; numero de
notificaciéon: A/ES/00/I-8

DESCRIPCION DE LAS MEDIDAS DE PROTECCION Y CONTROL ADOPTADAS DURANTE

LA UTILIZACION CONFINADA

1) Adopcion de las Buenas Practicas de Laboratorio:
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Las normas a seguir seran las expuestas en el reglamento de funcionamiento del laboratorio de
cultivos “in vitro” de nivel 3 de contencion bioldgica incluido en la solicitud de autorizacién.

2) Formacion del personal adscrito:
El personal adscrito ha recibido la formacién e informacion indicada en “Descripcion de la
informacién suministrada a los trabajadores”, apartado que se adjunté a la documentacion
para la solicitud de autorizacion del laboratorio de cultivos “in vitro” de nivel 3 de
contencidn bioldgica.
Todo el personal implicado tiene experiencia en la manipulacion de los agentes bioldgicos
que se indican en esta solicitud y su formacién académica es licenciatura o doctorado.

3) Programas de limpieza/desinfeccion/descontaminacion:
Viene descrito en el apartado 6.F del reglamento de funcionamiento de la instalacion que se
incluyo en la documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio

4) Programas de mantenimiento de aparatos para el confinamiento:

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

5) Programas de inspeccion y control del confinamiento:

Vienen descritos en el apartado 6.D. del Reglamento de funcionamiento de la instalacién y mas
especificamente en “Procedimientos y planes de comprobacion de la eficacia permanente de las
medidas de confinamiento”.

Esta informacién se ha incluido en la documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio
Ademas el servicio de seguridad bioldgica velara por el cumplimiento de las normas de control de
acceso, manipulacion, descontaminacion, esterilizacién, sanitizacion, etc. segun se indica en
diferentes apartados del citado Reglamento.

6) Gestion de residuos (describir el sistema utilizado para cada tipo de residuo y quien lo lleva a
cabo- contratacién de empresa gestora, en su caso):

Todo lo concerniente a la gestion de los residuos generados se especifica en los apartados 4.F y

6.H del Reglamento de funcionamiento de la instalacién que se ha incluido en la documentacioén

correspondiente a la solicitud del laboratorio

7) Inactivacién de residuos (método, forma final, destino):
Todo lo concerniente a la gestion de los residuos generados se especifica en los apartados
4.F y 6.H del Reglamento de funcionamiento de la instalacién que se ha incluido en la
documentacion correspondiente a la solicitud del laboratorio.
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PREVENCION DE ACCIDENTES (Cumplimentar para los tipos 2, 3y 4)

1) Condiciones en las que podria producirse un accidente:
Vienen indicadas en el Plan de emergencias y evacuacion incluido en la documentacién
correspondiente a la solicitud del laboratorio.

2) Equipamiento de seguridad (especifiquese):
Viene indicado en el Plan de emergencias y evacuacion incluido en la documentacion
correspondiente a la solicitud del laboratorio.

3) Descripcion de la informacion suministrada a los trabajadores:
* Documentacion:
- Manual de Proteccion Radiolégica, Seguridad Bioldgica y Quimica del CNB.
- Reglamento de Funcionamiento y Plan de Emergencias del laboratorio de cultivos “in
vitro” de nivel 3 de contencion bioldgica del CNB.
- Procedimientos Normalizados de Trabajo del Servicio de Seguridad Bioldgica del CNB.

* Cursos y seminarios:
- Seminarios generales sobre normas de seguridad frente a agentes bioldgicos,
quimicos y radiactivos impartido por el Servicio de Proteccién Radiolégica y Seguridad
Bioldgica del CNB.
- Seminarios especificos sobre el Reglamento de Funcionamiento y Plan de
Emergencias del laboratorio de cultivos “in vitro” de nivel 3 de contencion biolégica del
CNB.

4) Planes de emergencia:
El Plan de emergencias y evacuacién del laboratorio se ha incluido en la documentacion
correspondiente a la solicitud del laboratorio
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Descripcidén de la actividad.

1. Objetivo de la actividad:

Produccion segura de virus infecciosos recombinantes de la hepatitis C (HCV) a partir de cDNAs
clonados con objeto de estudiar aspectos basicos de la biologia de HCV, incluyendo los factores
celulares y virales que regulan la infeccién por HCV en cultivo celular. Dichos genomas estan
basados en cepas aisladas de pacientes que sido alteradas genéticamente para adaptarlos a
cultivo celular, ya que los aislados clinicos de HCV no replican eficazmente en cultivo celular.

2. Duracion de la actividad:
Se prevé un periodo minimo de 5 afios desde la recepcion de la autorizacion de la actividad
confinada.
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Evaluacioén de riesgo (Ver NOTA (2))

1. ldentificacion de las propiedades nocivas del OMG, en funcion de las caracteristicas
del: (Ver NOTA (3))

1.1.  Organismo receptor.

El virus de la hepatitis C es un patdégeno humano que infecta un 3% de la poblacion mundial. La
infeccidn cronica por este virus produce inflamacién prolongada del higado dando lugar afibrosis,
cirrosis y en muchos casos, carcinoma hepatocelular. Se trata de un patégeno que se trasmite
fundamentalmente por via sanguinea siendo el personal inmediatamente expuesto a material
infectado el que se enfrenta al mayor riesgo. No se transmite por aerosol y su supervivencia fuera
del hospedador es muy limitada.

1.2.  Organismo donante.
La cepa Jc1 contiene secuencias derivadas exclusivamente del virus de la hepatitis C de aislados
clinicos y son portadores de mutaciones que permiten su replicacion en cultivo celular.

1.3. Inserto.

El inserto consiste en un genomas completos del virus de la hepatitis C quimérico derivado de
dos cepas: J6CF y JFH-1, Unica capaz de replicar en cultivo celular. Contiene todos los
elementos estructurales y funcionales para la produccion de viriones infecciosos. Tiene por lo
tanto un potencial semejante al descrito para el “organismo donante”.

14. Vector.

Los vectores empleados contienen las secuencias minimas para la propagacioén de los plasmidos
en E.coli y conferir resistencia a ampicilina a las bacterias portadoras del plasmido. Contienen
ademas los promotores de las ARN-polimerasas de los fagos T7 y T3 para permitir la trascripcion
del inserto in vitro. EI ARN viral no se puede expresar en células de mamifero a partir del
plasmido por lo que tiene que ser transcrito in vitro antes de ser introducido por electroporacion
en las células diana.

1.5.  Organismo modificado genéticamente resultante.

El organismo resultante es un virus de la hepatitis C adaptado a cultivo celular. Las
modificaciones introducidas permiten que cepas de este virus, que no replican en cultivo celular,
lo hagan eficazmente en células de hepatoma humano (Huh-7). Los virus modificados resultan
de la transfeccion del ARN viral producido por trascripcion in vitro de los plasmidos
correspondientes en células de hepatoma humano (Huh-7).

Se empleara para ello un genotipos quimérico recombinante (Jc1) generado a partir de dos
cepas de HCV aisladas de pacientes: JFH1 y J6CF ambas del genotipo 2a (Anexo 1. En el
Apartado V se detallan las modificaciones genéticas realizas para obtener dicho virus
recombinante, descritas ademas en el Anexo 1. La cepa quimérica Jc1 produce particulas virales
en cultivo celular ya que es un genoma basado en JFH-1, la Unica cepa viral aislada de pacientes
capaz de propagarse en cultivo celular (Anexo 2), ya que las cepas silvestres de HCV obtenidas
de pacientes no replican eficazmente en cultivo. El objeto de este documento es el de comunicar
las actividades relacionadas con la manipulacion de los virus mencionados en cultivo celular.
Estos virus recombinantes se vienen empleando en laboratorios de todo el mundo en niveles de
contencion P2+ en EE.UU. y P3 en la UE.

1.5.1 Efectos para la salud humana.

Los virus producidos tienen un potencial patogénico semejante al de cualquier virus de la
hepatitis C ya que poseen todos los elementos que permiten su propagacion. Esta
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adaptacion a cultivo celular suele resultar en un fenotipo atenuado en infecciones
experimentales en chimpancés, tal y como se ha demostrado para los genotipos JFH-1y
un recombinante semejante a Jc1 (Anexo 3), lo cual aumenta la seguridad en la
manipulacion de dichas cepas. De todas formas, la infeccion por estos virus es
improbable en el entorno del laboratorio. De hecho, se calcula que solamente un 1.8% de
las personas que han sufrido inoculacion accidental con jeringas contaminadas con HCV
de pacientes resultan infectadas. Esta situacion no deberia darse en el entorno del P3
donde no se empleara material punzante. No obstante, existe un peligro potencial limitado
al personal directamente expuesto, peligro cuya relevancia se ve incrementada por la falta
de una vacuna y de una terapia eficaz frente a este virus.

1.5.2 Efectos para el medio ambiente.
No aplica.

Clasificacion inicial del organismo modificado genéticamente: (Ver NOTA (4))

Tipo 1
Tipo 2
Tipo 3
Tipo 4

DX

2. Probabilidad de que se produzcan efectos nocivos y gravedad de los mismos, en funcion de:
(Ver NOTA (5))

3.1. Caracteristicas de la actividad (medidas de confinamiento y control, y exposicion humana y
ambiental).

La actividad se va a llevar a cabo en el laboratorio de contenciéon de nivel 3, por lo que el
organismo modificado estara confinado a este espacio y no saldra en ningun momento del
mismo. El riesgo de inoculacién accidental del virus recombinante es practicamente nulo debido a
la ausencia de material punzante y cortante en el laboratorio de nivel 3 de contencién bioldgica y
no hay riesgo de contagio por contacto.

3.2.  Concentracion y escala utilizadas.

La concentracién maxima empleada sera de 10° ffu (unidades infecciosas)/ml de cultivo en el
caso de Jc1.

Los experimentos suelen alcanzar un maximo de unos 50 ml por experimento, siendo el formato
mas habitual el de placas multipocillo M6 (35 mm de diametro- 3ml de medio de cultivo) o
menores.

3.3.  Condiciones de cultivo (se tendra en cuenta el entorno potencialmente expuesto, la
presencia de especies susceptibles, supervivencia del OMG y efectos sobre el entorno
fisico).

El rescate de virus recombinantes se realizara en células Huh-7 empleando para su cultivo

frascos con tapon de filtro o, en caso de emplear placas multipocillo, se emplearan contenedores

secundarios con filtro, todo ello introducido en cajas resistentes a prueba de caida. Los

4 Ministerio
de Medio Ambiente



experimentos de transfeccion y de infeccion se realizaran en el laboratorio de contencion
biolégica de nivel 3, por lo que el personal y el entorno expuestos se reducen al maximo.

La probabilidad de que se produzcan efectos nocivos directamente derivados de la actividad
descrita anteriormente se limita exclusivamente al personal expuesto. En caso de inoculacion accidental
con material infeccioso se preve una probabilidad muy baja de adquisicion de la infeccion, dada la
estadistica observada en personal sanitario inoculado accidentalmente con material infeccioso (1.8%
adquieren la infeccién). Sin embargo este supuesto es practicamente imposible ya que esta prohibido el
uso de material cortante o punzante en el laboratorio. En el caso altamente improbable de adquisicion de
la infeccidn, dada la probable atenuacion de los genotipos manipulados, es posible que curse con una
patogénesis reducida, tal y como se ha descrito en chimpancés para JFH-1 y un virus quimérico
semejante a Jc1 (Anexo 3).

4. Determinaciéon de la clasificacion y medidas de confinamiento definitivas y
confirmacién de su idoneidad:

Actividad confinada de Tipo 3. Actividad en la cual el grado 3 de confinamiento es suficiente para

proteger la salud humana y el medio ambiente.

5. Determinacién del riesgo en el caso de que se produzca una liberacién accidental:
(Ver NOTA (6))
5.1. Informacién adicional relativa a la ubicaciéon de la instalacién (proximidad a fuentes de

peligro potenciales, condiciones climaticas predominantes, etc.)
El riesgo de contaminacion en dependencias cercanas a la instalacion o en el
medio ambiente externo al Centro Nacional de Biotecnologia es practicamente
inexistente por las siguientes razones:

-El laboratorio esta equipado con todos los medios e infraestructura de contencién
necesarios, resaltandose el sistema de tratamiento de aire y el sistema de
inactivacion bioldgica de efluentes liquidos. Es mas, consideramos que el nivel de
contencion obtenido excede en determinados parametros el exigido por la
legislacion para las operaciones confinadas de tipo 3.

-Estos medios e infraestructura ya se han validado previamente por una empresa
externa y seran validados por ésta empresa u otras anualmente o tras averias.
Igualmente, el servicio de Seguridad Bioldgica validara periddicamente a nivel
interno todos los métodos y sistemas de inactivacién bioldgica y esterilizacion
mediante la utilizacion de microorganismos testigo utilizando diferentes métodos.

-La instalacién dispone de un completo reglamento de funcionamiento donde se
especifican las normas de higiene, proteccion, contencién y gestion de residuos,
tanto para el personal usuario como para el propio servicio de seguridad bioldgica.
Con ello se pretende realizar una gestiéon integral en Bioseguridad. Todos los
protocolos de manipulacion, transporte y conservaciéon de agentes biolégicos y
OMG, limpieza y sanitizacion de zona, esterilizacion e inactivacion biolégica se
encuentran protocolizados por escrito y se dispone de programas de actuacion para
aquellos procedimientos en que sea conveniente.
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5.2.

5.3.

5.4.

-La instalacién dispone de un plan de emergencias y evacuacion que ha intentado
cubrir todos los procedimientos de actuaciéon ante supuestos de incidente, accidente
y emergencia.

-Tanto el laboratorio, como las instalaciones que aseguran las necesarias medidas
de contencién secundaria, disponen de variados medios de alarma “in situ” y en la
consola de control central del edificio ante la ruptura accidental de las barreras de
contencion secundaria.

-El indice de ocupacion de las dependencias cercanas al laboratorio es muy bajo
al tratarse de servicios de apoyo a la investigacién o de laboratorios de técnicas
especiales de uso comun. No hay ningun laboratorio con un grupo de investigacion
anexo a la instalacion.

-El Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) se encuentra enclavado en una zona
relativamente nueva del Campus de la Universidad Auténoma de Madrid. Esta zona
se caracteriza por la amplitud existente entre los edificios que la constituyen,
fundamentalmente otros centros de investigacion.

-No existen zonas residenciales cercanas al CNB.

-No existen en las cercanias cultivos, explotaciones ganaderas, cotos, reservas de
caza, o zonas naturales protegidas o con especial interés ecoldgico.

-Clima continental-mediterraneo con primaveras y otofios humedos e inviernos y
veranos secos, fuerte gradiente de temperaturas estacional. Viento predominante
N.O.

Condiciones en las que podria producirse un accidente.
Vienen indicadas en el Plan de emergencias y evacuacion incluido en la documentacion
correspondiente a la solicitud del laboratorio.

Equipos de seguridad, sistemas de alarma y métodos de confinamiento adicionales.
Viene indicado en el Plan de emergencias y evacuacion incluido en la documentacién
correspondiente a la solicitud del laboratorio.

Planes de emergencia.
El Plan de emergencias y evacuacion del laboratorio se ha incluido en la documentacion
correspondiente a la solicitud del laboratorio
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NOTAS al Modelo de Evaluacion de riesgo de operaciones de utilizacién confinada de
organismos modificados genéticamente

(1)

(2)

3)
“4)

©)
(6)

Para la elaboracion de la evaluacion de riesgo de la actividad propuesta se tendra en cuenta toda
la informacién suministrada, en su caso, en el formulario relativo a la Notificacion de Operaciones
con organismo modificados genéticamente (Parte A), asi como el relativo a la Notificacion de
Instalaciones donde se realizan operaciones con organismos modificados genéticamente (Parte
B).

Para llevar a cabo dicha evaluacion se tendra en cuenta el procedimiento establecido en el
Anexo llIl de la Directiva 98/81/CE, de 26 de octubre de 1998 y la Decisién de la Comisién
2000/608/CE, de 27 de septiembre, relativa a las notas de orientacion para la evaluacion de
riesgo descrita en el Anexo Il de la Directiva 98/81/CE.

Desarrollar con la extensién que proceda, siguiendo el orden propuesto.

Para establecer esta primera valoracion se tendra en cuenta lo dispuesto en el articulo 5.3 de la
Directiva 98/81/CE vy, en caso de ser aplicable, ofros sistemas de clasificacion nacionales e
internacionales existentes (Por ejemplo, la Directiva 2000/54/CE sobre proteccion de los
trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicidon a agentes biolégicos durante el
trabajo).

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

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