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l. INFORMACION GENERAL
1. Responsables de la actividad
a. Entidad
Nombre: GlaxoSmithkline Investigacién y Desarrollo, S.L

Direccidn postal: Calle Severo Ochoa, 2 Parque Tecnoldgico de Madrid 28760 Tres Cantos
b. Representante legal de la entidad
Nombre y apellidos:
NIF:
Cargo: Director GSK
Tel:
Correo electronico:
c. Responsable cientifico de la actividad
Nombre y apellidos:
NIF:
Cargo: Investigator
Tel:
Correo electronico:
d. Responsable de bioseguridad de la instalacion donde se realizara la actividad
Nombre y apellidos:
NIF:
Cargo: EHS&S Regional Lead Europe R&D
Tel:
Correo electronico:
e. Indicar cual de los anteriores actuara como persona de contacto:
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PROCESO GENERAL PARA LA OBTENCION DE UN OMG A EFECTOS DE
NOMENCLATURA:

la secuencia de ADN

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

A 4

VECTOR (virus, plasmido o de cualquier otra
naturaleza). Puede haberse obtenido de células

éstas se consideren el organismo donante.

de mamifero, insecto, planta, bacteria..., sin que —

v

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

ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE

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

ni en la recombinacion natural.
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Modificacién
genética

ORGANISMO RECEPTOR

< Organismo que sufre la modificacion

genética,




1. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD:

1. Debe sefialarse si para la ejecucion de esta actividad se recibe financiacion del Plan Nacional de
Investigacion Cientifica, Desarrollo e Innovacion Tecnoldgica. Esta informacion es necesaria
para determinar si la actividad se encuentra dentro del supuesto del articulo 3.2.b) de la Ley
9/2003 y, por lo tanto, la competencia recae en la Administracion General del Estado.

st [ NO [X

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

— Nombre de la convocatoria:

— Referencia del Proyecto y referencia IP del mismo:

— Organismo financiador:

Otro tipo de financiacion? []

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

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

| A/ES/06/1-01

— Fecha de autorizacion de la instalacion:

| 8 de Abril de 2006

Si el OMG no se genera en la instalacion®:

— Nombre de la instalacion de origen del OMG:

\ Rutgers University (Estados Unidos)

— Numero de referencia de la notificacion de la actividad en el caso de que se realice en
Espafia (A/ES/..1..)

TAsAsS

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

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

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

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

El transporte de este OMG se realizard por una empresa autorizada para este tipo de
transporte (BIOCAIR), ademés de cumplir con toda la normativa relacionada en cuanto
a documentacion, identificacion y /o etiquetado. Este microorganismo proviene de
Rutgers University (USA)

3. Finalidad de la actividad:

La finalidad de la modificacion genética es la validacion de nuevos farmacos antituberculosos en

un OMG que contiene la expresion del gen de interés (glpK) silenciado, para posteriormente,
realizar un estudio comparativo con la cepa Mtb H37Rv y la cepa anteriormente comunicada
(A/ES/24/87), Mycobacterium tuberculosis H37Rv AglpK::lux, que posibilite confirmar que la
diana se ve comprometida por el efecto del farmaco.

4. Clasificacion de la actividad:

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

Tipo3 [X
Tipo4 [ ]

INFORMACION RELATIVA A LA OBTENCION DEL OMG (ver pie de pagina®)
1. Organismo receptor del cual deriva el OMG:

Células humanas/primates [] Detallar las lineas celulares:

4 Legislacion vigente que afecta al transporte de OMG:

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

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

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

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

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

5 No es necesario cumplimentar este apartado si el OMG procede de una instalacién ya autorizada en Espafia y el OMG ha sido
también autorizado, o est4 en proceso de autorizacion en otra instalacion. Consultar la Guia practica para la remision de solicitudes
de reqistro de instalaciones para llevar a cabo actividades de utilizacién confinada con organismos modificados genéticamente sobre

el documento de acceso a la informacidn que es obligatorio presentar.
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http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=2005&nu_doc=1
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Directive&an_doc=1964&nu_doc=432
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=1997&nu_doc=1255
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=2003&nu_doc=1946
https://bch.cbd.int/protocol/
https://www.who.int/publications/i/item/9789240019720
https://www.miteco.gob.es/content/dam/miteco/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/biotecnologia/guiadeutilizacionconfinadamarzo2023_tcm30-560717.pdf
https://www.miteco.gob.es/content/dam/miteco/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/biotecnologia/guiadeutilizacionconfinadamarzo2023_tcm30-560717.pdf

Células: otras [] Detallar las lineas celulares:
Animal []
Planta []
Bacteria X
Hongo []
Virus []
Protozoos []

-Especificar el nombre cientifico y comun:

| Mycobacterium tuberculosis H37Rv |

a. Descripcion de los métodos de identificacion y aislamiento.

i) Técnicas de aislamiento: Cepas obtenidas de colecciones internacionales (ATCC).
Subcultivo en medios de laboratorio

i) Técnicas de identificacion: Técnicas de biologia molecular: PCR

iii) Marcadores genéticos: Todos los genes, ya que el genoma de H37Rv esta secuenciado y
son comprobables por PCR y/o secuenciacion

iv) Marcadores fenotipicos: Velocidad de crecimiento y morfologia

v) Estabilidad genética: Las tasas de mutacion natural descritas son como las de cualquier
organismo

b. La cepa/linea celular receptora: ;esté libre de agentes biol6gicos contaminantes?
Sl X

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

\ Si, las cepas de coleccion se obtienen como cultivos bacterianos puros \

NO []

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

c. Modificacién genética anterior:

st []

— Describir:

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

| |
NO [X
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d. Se considera patdgeno este organismo, vivo 0 muerto, y/o sus productos intra/extracelulares
(Asignar grupo de riesgo conforme al anexo Il de Real Decreto 664/1997 tras evaluacion
del riesgo especifica):

\ M. tuberculosis se considera Grupo 3 \

Sl []

Para:
Humanos X
Animales []
Plantas []
Otros []

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

Mycobacterium tuberculosis produce tuberculosis, una infeccion respiratoria, aunque
también puede generar tuberculosis extrapulmonar, afectando a otros Organos,
(meninges, rifiones, ganglios linfaticos...) de manera menos frecuente

NO []

e. En el caso de cepas no virulentas de especies patdgenas: ¢es posible excluir la reversion a la
patogenicidad?
SI [] NO []

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

Existe una gran experiencia en la comunidad cientifica y médica internacionales en el estudio
de M. tuberculosis, con publicaciones cientificas describiendo trabajos realizados con este
microorganismo.

g. Informacidn sobre la capacidad de supervivenciay de reproduccion en el medio ambiente:
i) ¢El organismo receptor es capaz de sobrevivir fuera de las condiciones de cultivo?:

Sl DX] Fuera de las condiciones de cultivo, Mycobacterium tuberculosis puede
sobrevivir infectando a un ser humano, o durante varias semanas sobre superficies
gue no sean tratadas con la luz UV o del sol.

- Capacidad de crear estructuras de resistencia o letargo:
esporas
endosporas
quistes
esclerocios
esporas asexuales (hongos)

Dooogn

esporas sexuales (hongos)
otros, especifiquese:
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NO []

i) Otros factores que afectan la capacidad de supervivencia:

| No aplica |

iii) Posibles nichos ecoldgicos:

\ Ser humano |

iv) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

| No aplica |

h. Efectos posibles sobre el medio ambiente:

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

\ No aplica \
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if) Interacciones con otros organismos y efectos sobre éstos:

| No aplica |

i. Distribucién geogréfica y tipo de ecosistema en el que se encuentra el organismo receptor:

\ M.tuberculosis es universal |

j. Habitat natural del organismo:

\ Seres humanos \

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

Humanos
Animal
Planta
Bacteria
Hongo
Virus

Dooogdon

Protozoos
-Especificar el nombre cientifico y comun:

| Mismo que organismo receptor

a. Se trabaja con él durante la actividad:

st [] NO []

b. La cepa/linea celular donante: ¢esté libre de agentes bioldgicos contaminantes?

st []

— Especificar como se sabe que esta libre de agentes biol6gicos contaminantes.

|
NO []

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

c. Modificacion genética anterior:

Sl ]

— Describir:
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3.

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

d. Se considera patdgeno este organismo, vivo 0 muerto, y/o sus productos intra/extracelulares.
(Asignar grupo de riesgo conforme al anexo Il de Real Decreto 664/1997 tras evaluacion
del riesgo especifica):

|

Sl [ ] Para:
Humanos
Animales
Plantas
Otros

Dot

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

NO []

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

SI [] NO []

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

mismo, miRNA, IncRNA, etc.):

g. Método de obtencion:

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

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

¢Intercambian los organismos donante y receptor material genético de forma natural?
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IV. INFORMACION RELATIVA A LA MODIFICACION GENETICA (ver pie de pagina®)
1. Objetivo de la modificacion genética (sobreexpresion, silenciamiento, otros):

M. tuberculosis H37Rv AglpK: eliminar la expresion del gen de interés, en este caso glpK, para
la identificacion de farmacos que actlen sobre esta diana en comparacion con la cepa parental
M. tuberculosis H37Rv y Mycobacterium tuberculosis H37Rv AglpK::lux

2. Tipo de modificacion genética:

— Insercién de material genético []

— Delecidon de material genético DX Delecion del gen glpK de M.tuberculosis
mediante el plasmido p2NIL-glpK-UpDN-pacl(+).

— Sustitucion de bases []

— Otros, especifique:

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

— Transfeccion

Ddoodood

— Fusion celular
Otros, especifique:

Para la generacion del mutante M. tuberculosis H37Rv AglpK se utiliza la técnica de
reemplazo alélico (doi: 10.1073/pnas.1907631116)

4. ¢Se ha utilizado un vector en el proceso de modificaciéon?
si X NO []

En caso afirmativo:

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

Plasmido para la deleccion del gen glpk: p2NIL-glpK-UpDN-pacl(+).

6 No es necesario cumplimentar este apartado si el OMG procede de una instalacion ya autorizada en Espafia y el OMG ha sido
también autorizado, o est4 en proceso de autorizacion en otra instalacion. Consultar la Guia practica para la remision de solicitudes
de reqistro de instalaciones para llevar a cabo actividades de utilizacion confinada con organismos modificados genéticamente sobre
el documento de acceso a la informacidn que es obligatorio presentar.
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https://www.miteco.gob.es/content/dam/miteco/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/biotecnologia/guiadeutilizacionconfinadamarzo2023_tcm30-560717.pdf
https://www.miteco.gob.es/content/dam/miteco/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/biotecnologia/guiadeutilizacionconfinadamarzo2023_tcm30-560717.pdf

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

Plasmido p2NIL-glpK-UpDN-pacl(+). Utilizado para la deleccion del gen glpK. Se
trata de vector de entrega suicida y por lo tanto no se mantiene en el genoma final del
GMO, pues se pierde tras la recombinacién. El plasmido presenta un gen de resistencia a
la kanamicina, para la seleccion tanto en E.coli como en micobacteria, un oriE para la
replicacion en E.coli el origen F1 para la generacion de ADN ss fasmido si es necesario,
un pequefo sitio de clonacion maltiple (MCS) y un unico sitio Pacl

Nde‘?CNI" Pputll++
Bst11071 o Beuldl
Xhal 2 mil++
oo, Glpk-Up “_Hindlll++
u : L 3
EpNﬁ \ | ‘___EcolJI++
coh s Ball
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Psil 10000 -;.-\ﬁhocllrlrﬁ Pacl
= Hin MNotl
++BssHIl . “Smal Acchal
Xmal Kpnl
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" AccBEl++
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BsiVi
Bst11071

Para més informacion consultar el articulo “Use of a flexible cassette method to generate
a double unmarked Mycobacterium tuberculosis tlyA plcABC mutant by gene
replacement” (doi:10.1099/00221287-146-8-1969)Es

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

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

Este plasmido alberga un origen de replicacion de E.coli y se mantienen en una cepa
huésped de E.coli

c. Caracteristicas de la movilidad del vector:
i) factores de movilizacién

| No posee |

if) Si el vector es un bacteriéfago ¢se han inactivado sus propiedades lisogénicas?

| No aplica |

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

| No |

5. Informacion de la secuencia insertada, delecionada o modificada.
a. Funcion especifica de cada parte de la secuencia insertada, delecionada o modificada:

Gen eliminado: Glicerol kinasa (glpK). Este gen codifica la enzima glicerol-3-kinasa que
interviene en el metabolismo del glicerol: El glicerol es fosforilado por GlpK a glicerol- 3-
fosfato, que puedes ser usado para la generacion de glicerofosfolipidos o para la sintesis de
azUcares esenciales en Mycobacteria (doi: 10.1073/pnas.1907631116)

La secuencia del gen glpK que se ha delecionado se encuentra a continuacién en amarillo:

>Mycobacterium tuberculosis H37Rv |CDS|Rv3696¢|4138202-4139755] - |
glpK|downstream:@|upstream:®@

gtgtccgacgccatcctaggagagcaattggeccgagtcctcggatttcatageccgeccatcgaccagggcaccaccagcac
ccgctgecatgatcttcgatcaccacggtgeccgaggtggecccgecaccagetcgagcacgagcagatcctgeccecgggecg
gctgggtggagcacaacccggtcgagatctgggagegecaccgegteggtgttgatctecggtgectcaacgccaccaaccta
tcgccgaaagatattgeccgegttggggattaccaaccaacgtgagacgacgectggtatggaatcggcacaccggacggcec
ctactacaacgcgattgtatggcaggatacccgcaccgaccgecatcgegteggegetggatcgagacggtcgtggaaacc
tgatccgccgcaaggegggectgecgecggcaacttatttctectggeggcaagetgecagtggatcctggaaaatgtcgat
ggagtccgecgecggecgecgagaacggecgacgecattgttcggecacaccggacacctgggtgttgtggaatctgaccggegg
gccgegggggggtgtgecatgtcaccgatgtaaccaacgeccagecggaccatgttgatggatctagagacgetggactggg
acgacgagctgttgtcgttgttttcgatacctcgggccatgctgecccgagatcgecatecgteggegecgtcggagecttac
ggtgtcacgctggcgaccgggectgtecggeggtgaggtgecgatcaccggagttctcggtgatcagcatgeggecatggt
cggtcaagtctgtctggccccaggggaggcgaaaaacacctatggga
ccggcaattttctgectgectgaacaccggtgaaacgatcgtgecgatcgaataacggectgectaaccacggtgtgectaccaa
ttcgggaacgctaaacccgtgtacgecgecttgaaggttcgatcgeggtgaccggectcggeggtgcagtggetacgegatca
gctgggcatcatcagecggecgecgcacagagtgaggegetggecccgecaggtccccgacaacggeggecatgtatttegtge
cggecgttttccgggetgttcgegeccatactggeggtccgatgegegeggegegategtegggttgtegeggttcaacacc
aacgcgcacctggecgecgecgcaacgetggaggegatctgectaccagagecgegatgtggtggacgeccatggaagcagactc
cggtgttcgecctgcaggtgttgaaggtggatggegggatcaccggcaacgacctgtgtatgecagatccaggecgacgtgt
tgggtgtggatgtggtgcggeccggtggtcgeccgagaccaccgecactaggtgtggectacgeggegggettggeggteggg
ttctgggcggctccgteccgatctgegggccaactggecgagaggacaageggtggacaccgacgtgggacgacgacgageg
tgccgegggttatgeccggetggecgcaaggeggtgecageggaccctggattgggttgacgtgtectag

Al eliminar la secuencia del gen glpK, se han mantenido los nucledtidos que codifican los
codones de inicio (gtg) y de terminacion (tag) y se ha reemplazado el marco abierto de
lectura del gen glpK con un sitio de restriccion “aagctt”. La secuencia del inserto es:

gtgaagctttag
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b. Informacidn sobre los genes estructurales:

‘ No inserto. El gen glpk se reemplaza con un sitio de restriccion “aagctt” |

c. Informacion sobre los elementos reguladores:

\ No hay elementos regulatorios \

d. ¢Hasido secuenciada?
Si |

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

| No |

f. ¢Contiene secuencias cuya funcién es desconocida? En caso afirmativo, especifiquese.
| No |

Si se ha utilizado un vector, ¢cual es su situacion final en el OMG?

a. Si el vector es un plasmido:

1) Se pierde X El plasmido p2NIL-glpK-UpDN-pacl(+) no
se integra en el genoma, es un plasmido suicida. (doi:10.1099/00221287-146-8-1969
il) Se inserta en el genoma []
- Aleatoriamente []
- En un sitio definido ]

o Localizacion cromosdmica:

o Secuencias colindantes:

o Lainsercion activa o inactiva la expresion de otros genes:
[ No |

iii) Se mantiene en forma episémica [ ]

- Numero de copias:

| |

- Se dispone de informacion sobre la estabilidad del vector

b.Si el vector es un virus:
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i) Se mantiene en forma episdmica

RN

il) Se inserta en el genoma
- Lainsercion se produce al azar

RN

- Lainsercion es especifica
o Localizacion cromosomica:

| |

o Secuencias colindantes:

o Lainsercion activa o inactiva la expresion de otros genes:

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

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

i) Determinacion de la estructura del inserto (secuenciacion) [X]
if) Transcripcionales (nivel de sintesis de mRNA) ]
iii) Traduccionales (nivel de sintesis de proteinas) []
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V. INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE
(OMG) (ver pie de pagina’)

1. Descripcion del OMG final

El OMG M.tuberculosis H37Rv AglpK presenta una deleccion del gen glpK

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

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

[ No |

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

[ No |

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

[ No |

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

[ No |

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

[ No |

f. Marcadores especificos del OMG:

\ Los propios del vector de transformacion \

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

Los OMG serdn genéticamente estables. Para su mantenimiento rutinario de M. tuberculosis se
continda con la presion de seleccion con Kanamicina.

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

\ Ninguna conocida \

5. Descripcion de métodos de identificacion y aislamiento planificados:
a. Técnicas utilizadas para la identificacion del OMG:

| Técnicas de biologia molecular:PCR |

 No es necesario cumplimentar este apartado, salvo el punto 1, si el OMG procede de una instalacién ya autorizada en Espafia y el
OMG ha sido también autorizado, o esta en proceso de autorizacién en otra instalacion. Consultar la Guia préactica para la remision
de solicitudes de registro _de instalaciones para llevar _a cabo actividades de utilizacién confinada con organismos modificados
genéticamente sobre el documento de acceso a la informacién gue es obligatorio presentar.
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b. Técnicas empleadas para aislar el OMG en el medio ambiente:

\ No puede vivir libre en el medio ambiente ni tiene formas aislables del medio ambiente

VI. DESCRIPCION DE LAS OPERACIONES

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

Busqueda de nuevos farmacos antituberuculosos. Se realizara un cribado en M.tuberculosis
H37Rv AglpK como ensayo secundario, y explorar posibles compuestos que sean interferentes
con la tecnologia Lux.

2. Informacion sobre el volumen o cantidad de OMG a utilizar:
a. Volumen o concentracion maxima por ensayo en el caso de microorganismos.
i)  Para preparacion de lotes
| 200 ml |
i) Para Inoculaciones. Método de inoculacién in vitro/ in vivo:
| 200m| |

b. Numero aproximado de plantas por ensayo:

| No aplica |

c. Numero aproximado de animales por ensayo:

\ No aplica \

3. Naturaleza de las operaciones:

a. Ensefianza []
b. Investigacion <
c. Desarrollo []

4. Periodo previsto para la actividad de utilizacion confinada:

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

| Indefinido
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VII. EVALUACION DE RIESGO (ver pie de pagina®)

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

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

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

a. Organismo receptor.

Mycobacterium tuberculosis H37Rv

M. tuberculosis esta clasificado dentro del nivel de bioseguridad 3 (que puede causar una
enfermedad grave en el hombre y presenta un serio peligro para los trabajadores, con riesgo
deque se propague a la colectividad, existiendo un tratamiento eficaz). M. tuberculosis es
capazde causar una infeccion aguda en el hombre. Existen tratamientos eficaces que erradican el
patégeno.

No se le conoce participacién en procesos ambientales. Ni se conocen plasmidos ni virus
enddgenos capaces de movilizar el ADN introducido a otras especies 0 microorganismos. No
tienen fases de vida libre ni forman estructuras resistentes de supervivencia en el medio

b. Organismo donante.

c. Inserto.

Tanto el ADN introducido como los marcadores genéticos que permiten identificar clones en los
que la modificacién genética ha funcionado han sido ampliamente utilizados y descritos en la
literatura. EI marcador de resistencia a Kanamicina no hace al organismo resistente a los
antituberculosos utilizados en el tratamiento de primera linea frente a tuberculosis

d. Vector.

Vector caracterizado de E.coli portando los marcadores y un origen de replicacion de
micobacterias ampliamente utilizado y bien caracterizado

2. Identificar las posibles propiedades nocivas del OMG®
a. Efectos para la salud humana y la sanidad animal y vegetal.

Como el organismo sin modificar. El plasmido presenta un cassete de resistencia a la
Kanamicina

Ninguno de los marcadores descritos en el apartado anterior hace al organismo resistente a los
antituberculosos utilizados en el tratamiento de primera linea frente a tuberculosis.

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

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

17 de 22


https://www.miteco.gob.es/content/dam/miteco/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/biotecnologia/guiadeutilizacionconfinadamarzo2023_tcm30-560717.pdf
https://www.miteco.gob.es/content/dam/miteco/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/biotecnologia/guiadeutilizacionconfinadamarzo2023_tcm30-560717.pdf
https://www.miteco.gob.es/content/dam/miteco/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/biotecnologia/guiadeutilizacionconfinadamarzo2023_tcm30-560717.pdf

b. Efectos para el medio ambiente.

\ Ninguno previsible

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

Los experimentos de transformacion genética con M. tuberculosis se llevaran a cabo conforme a
las directrices del Real Decreto 664/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccion de los trabajadores
contra los riesgos relacionados con la exposicion a agentes biologicos durante el trabajo, aplicables
a organismos clasificados en el nivel de bioseguridad 3, asi como las del Real Decreto 178/2004,
de 30 de enero, por el que se aprueba el Reglamento general para el desarrollo y ejecucion de la
Ley 9/2003, de 25 de abril, por el que se establece el régimen juridico de la utilizacion confinada,
liberacion voluntaria y comercializacion de organismos modificados genéticamente. El trabajo se
haré en laboratorios dedicados, claramente marcados, con control individual de accesos y situados
dentro de un Departamento al que a su vez s6lo acceden personas autorizadas. Los laboratorios
cumplen ademaés todos los requisitos de contencidn de nivel 3 como minimo. El organismo se
mantendra en cultivo (volumen tipico 10 ml) en botellas cerradas dentro de un incubador cerrado
mientras dure el analisis genético y fenotipico de la modificacion introducida. Las manipulaciones
experimentales se realizaran dentro de una cabina de bioseguridad de tipo 1, 3 o en aisladores.
Concluido el analisis se congelaran alicuotas de 1 ml a —70°C y se esterilizara el resto del cultivo.
Las muestras congeladas se guardan en arcones cerrados con llave, custodiada por personas
autorizadas por el Responsable del Departamento.

La exposicién humana se minimizara prohibiendo tener el microorganismo no encapsulado fuera
de la cabina de seguridad. Por encapsulado se refiere a que se disponen de medidas tanto de
ingenieria (aisladores, cabinas de bioseguridad clase 1y 3, presiones negativas respecto a las areas
adyacentes al laboratorio NCB3, como control de acceso personalizado a las &reas bioprotegidas
con los correspondientes equipos de proteccion individual (EPIs). En el caso concreto de las
cabinas tipo I, estas estan situadas dentro del laboratorio NCB3, que ademas cuenta con una
velocidad de renovacion de aire superior a la de un laboratorio convencional (41 renovaciones por
hora en NCB3 frente a 6 renovaciones por hora en un laboratorio NCB2). Ademas, el
microorganismo siempre sera transportado y mantenido con doble contencidn fisica. Se dispondra
del material necesario para el transporte de un lugar del laboratorio a otro (Ej. de la cabina al
incubador) y para el almacenamiento del microorganismo (en incubadores, neveras)
minimizandose asi el riesgo de la caida y rotura de cualquier material. Se evitara el uso de material
de vidrio.

La liberacion accidental al medio ambiente se evitara trabajando con un nivel de contencion tipo 3
y autoclavando todos los residuos biolégicos antes de sacarlos al exterior de la zona bioprotegida,
igual que para la notificacion A/ES/03/1-01. Todos los residuos, una vez esterilizados, son retirados
por empresas especializadas autorizadas: CONSENUR, S.A. para los solidos (autorizacion n°
AAI/MD/G11/08043) y GESTION Y VALORIZACION DEL CENTRO, S.L. para los liquidos
(autorizacion n°® AAI/MD/G11/10134), para ser eliminados segun la legislacion medioambiental
vigente.

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

El organismo vivo se manipulara conforme a las directrices del Real Decreto 664/1997, de 12 de
mayo, sobre la proteccion de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicion a
agentes bioldgicos durante el trabajo, aplicables a organismos clasificados en el nivel de
bioseguridad 3; asi como las del Real Decreto 178/2004, de 30 de enero, por el que se aprueba el
Reglamento general para el desarrollo y ejecucion de la Ley 9/2003, de 25 de abril, por el que se
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establece el régimen juridico de la utilizacion confinada, liberacion voluntaria y comercializacion
de organismos modificados genéticamente.. El trabajo se hara en laboratorios dedicados
exclusivamente a estos microorganismos, claramente marcados, con control de accesos y situados
dentro de un Departamento al que s6lo acceden personas autorizadas. Los laboratorios cumplen
todos los requisitos de contencion bioldgica de nivel 3.

Los residuos se sacan del laboratorio, pero siempre dentro de la zona bioprotegida, en doble bolsa
autoclavables cerradas dentro de contenedores metalicos cerrados para autaclave. Tras el
autoclavado, usando ciclos regularmente validados, los residuos estériles se sacan de la zona
bioprotegida y seran retirados por empresas especializadas autorizadas (CONSENUR para los
solidos y GVC para los liquidos).
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VIII.

DESCRIPCION DE LAS MEDIDAS DE PROTECCION Y CONTROL ADOPTADAS

DURANTE LA UTILIZACION CONFINADA?

1.

3.

Adopcidn de las Buenas Préacticas de Laboratorio:

Los investigadores y el personal auxiliar utilizan batas de laboratorio distintas a las usadas en el
resto del edificio y que sdlo salen de los laboratorios en bolsas cerradas parar ser autoclavadas. Los
procedimientos normalizados de trabajo (PNTSs), de obligado cumplimiento, especifican entre otras
normas, el uso de guantes de laboratorio y mascarilla FFP3, la prohibicion de introducir en el
laboratorio objetos punzantes o cortantes salvo en ocasiones puntuales, cuando sea imprescindible
para la realizacion de la actividad y bajo autorizacion y supervision del jefe de laboratorio, y la
obligacion de abrir y manipular contenedores con microorganismo vivo solamente dentro de las
cabinas de bioseguridad o aisladores. Las superficies de la cabina y todos los materiales y aparatos
se desinfectan Teknon™ Biocleanse antes y después de cada uso.

Se adjuntan los procedimientos de trabajo (SOPs/PNTS):

VQD-SOP-005460 Limpieza, Desinfeccion y Esterilizacion en zonas de Nivel de Contencion
Bioldgica 3y 3*

VQD-SOP-004763 SOP 005380: Trabajo con Mycobacterium tuberculosis

Formacion del personal adscrito:

Todo el personal adscrito cuenta con la formacion académica requerida para el puesto de trabajo,
mas el entrenamiento especifico proporcionado, asi como los cursos de formacion a los que se
refiere el articulo 12 del Real Decreto 664/1997, y la formacion continua obtenida con la
asistencia a cursos y congresos segun lo apropiado a su nivel profesional. El supervisor tiene mas
de 15 afios de experiencia en el trabajo experimental con Mycobacterium tuberculosis y ha
trabajado en varios centros de reconocido prestigio en el estudio de este microorganismo. Los
trabajadores cuentan con la siguiente informacion y formacion en Prevencion de riesgos laborales.

e Ficha de riesgos del trabajador
e Ficha de actuacion en caso de emergencia

e Informacién y formacion inicial sobre los riesgos y medidas preventivas en los puestos y
areas de trabajo. Informacion y formacién en bioseguridad para trabajar en areas de NCB3.

e Formacion especifica en técnicas de laboratorio.

Programas de limpieza/desinfeccion/descontaminacion:

Las superficies de trabajo se descontaminaran con Teknon™ Biocleanse antes y después de cada

uso. Existen planes normalizados de trabajo para actuaciones en caso de accidente o derrames.
Todos los laboratorios y cabinas de seguridad estan acondicionadas para poder realizar una
desinfeccion con peroxido de hidrégeno (VHP). La desinfeccion con VHP se realizara
periddicamente como medida de prevencion.

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

actividad.
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La limpieza rutinaria de suelos se realizara por el mismo personal que trabaja en el laboratorio y
se realizara con Teknon™ Biocleanse. Todo el material y los desechos se descontaminaran (VHP
0 autoclave) antes de sacarlos del area de contencion.

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

No son necesarios aparatos dedicados exclusivamente para el confinamiento. El organismo se
manejara siempre en cabinas de bioseguridad de tipo 1 o 3 y aisladores, que estan incluidos en un
plan de mantenimiento preventivo regular realizado por la empresa TDI (Tecnologia para
Diagnostico e Investigacion). Se adjuntan las fichas de los diferentes equipos (cabinas de
bioseguridad, Filtros absolutos, Autoclaves, cajas de mezcla y reguladores de caudal,
Climatizadores y termoventiladores, Ventiladores y extractores, Sistemas de deteccion de gases
explosivos, Esterilizadores peroxido de hidrdgeno, baterias de recalentamiento y Transmisores de
presion) donde se especifican todas las previsiones para su mantenimiento preventivo.

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

Todos los sistemas de contencién del laboratorio estan incluidos en un plan de mantenimiento
preventivo regular realizado por TDI con la periodicidad indicada en las fichas adjuntas.
Peridédicamente se realizard una desinfeccion con VHP del laboratorio, cabinas de seguridad y
aparatos como medida preventiva. Adicionalmente, se realizan inspecciones periddicas mensuales
por los recursos preventivos junto con los técnicos del Servicio de Prevencion Propio.

IX. GESTION E INACTIVACION DE RESIDUOS
1. Encargado de la gestién de residuos:

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

Todos los residuos seran esterilizados en autoclave (con ciclos validados para solidos y
liquidos y con controles quimicos y bioldgicos) antes de sacarlos de la zona bioprotegida.
Los residuos una vez estériles seran retirados segun el punto anterior.

b. Gestion por una empresa externa: ~ Si < NO []
— Nombre de la empresa externa encargada de la gestion de los residuos:

Los residuos son gestionados por empresas externas una vez inactivados:

Sélidos: CONSENUR, S.A. (AAI/MD/G11/08043)

Liquidos: GESTION Y VALORIZACION DEL CENTRO, S.L.(AAI/MD/G11/10134)
« Existen procedimientos sobre gestion de residuos:

o Inactivacién de residuos biolégicos contaminados para liquidos.

0 Autoclave para solidos y sélidos + liquidos.

La gestion de residuos se realiza con gestores autorizados.

X. PREVENCION DE ACCIDENTES DE LA ACTIVIDAD NOTIFICADA
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Condiciones en las que podria producirse un accidente:

Todo el trabajo con microorganismos vivos se realizard en cabinas de bioseguridad de tipo 1 0 3.
El peligro de un accidente es la exposicion del trabajador a aerosoles creados conteniendo el
microorganismo. Fuera de la cabina de seguridad se podria producir un accidente al centrifugar las
muestras (por ello se utilizaran centrifugas de seguridad con tapas herméticas para cada rotor) o
que se cayera un recipiente con cultivos de micobacterias (para hacer los cultivos se utilizard
siempre material de plastico y se utilizaran soportes de botellas o similares).

Equipamiento de seguridad (especifiquese):

Existe un gradiente de presion desde el exterior al laboratorio. Seguridad personal: batas, dobles
guantes y mascarilla FPP3. Cabinas de bioseguridad de tipo I-Ill. Centrifugas con cierre de
seguridad y rotores que se cierran herméticamente. Recipientes y mesas auxiliares para minimizar
el riesgo de que se produzca la caida y rotura de recipientes que contengan micobacterias. Se
evitara la utilizacion de material de cristal. Se usaran sistemas de respiracion autonoma en el caso
de un derrame. Todos los laboratorios y las cabinas de seguridad estdn preparadas para poder
realizar una desinfeccion completa con peréxido de hidrogeno.

Descripcion de la informacion y formacion suministrada a los trabajadores:

Todo el personal adscrito cuenta con la formacion académica requerida para el puesto de trabajo,
mas el entrenamiento especifico proporcionado por su supervisor, mas los cursos de formacion a
los que se refiere el articulo 12 del Real Decreto 664/1997, y la formacion continua obtenida con la
asistencia a cursos y congresos segun lo apropiado a su nivel profesional. La supervisora tiene gran
experiencia en el trabajo experimental con Mycobacterium tuberculosis, ha trabajado en varios
centros de reconocido prestigio en el estudio de este microorganismo.

Planes de emergencia y contingencia:

Se adjunta plan de Autoproteccion
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