USTAV MOLEKULARNEJ BIOLOGIE

Slovenskej akadémie vied, V. V. i.
Dubravska cesta 21, 845 51 Bratislava 45
Tel.: 02 5930 7411, E-mail: umbidir@savba.sk

Priloha c)
HAVARIJNY PLAN
pre ¢innosti s GMO zatriegené do rizikovej triedy 2
(podla §10 Vyhlagky MZP SR &. 274/2019 Z. z.)
1)
a) Identifika¢né udaje o pouZivatel’ovi

b)

Adresa:

Ustav molekularnej bioldgie Slovenskej akadémie vied, V. V. i.
Dubravska cesta 21

845 51 Bratislava

http://www.imb.savba.sk

Lokalizdacia: Intravilan-areal SAV, Patronka

Umiestnenie: Dve samostatné budovy:
Objekt 01 — Duibravska cesta 21 — §tvorpodlazna budova
Objekt 02 — Dubravska cesta 23 — dvojpodlazna budova

Statutdrny orgdn: Ing. Eva KUTEJOVA, DrSc.
riaditel’ka UMB SAV, v. v. i.
Tel. ¢.: +421 2 5930 7411
e-mail: Eva.Kutejova@savba.sk

IC0: 00166634

Predmet Cinnosti:

Prevazujucou hlavnou ¢innostou pouZzivatel'a je uskuto¢novanie vyskumu v odboroch
vedy a techniky (d’alej tiez ,,odbory*): Mikrobiologia (aj pre lekarske, farmaceutické,
veterinarne, polnohospodarske, lesnicke a vodohospodarske vedy) (010612),
Molekularna bioldgia (010613), Genetika (aj pre lekarske, farmaceutické, veterinarne,
pol'nohospodarske a lesnicke vedy) (010608), Bunkova bioldgia (010602), Neurovedy
(010617), Virolégia (aj pre lekarske, farmaceutické, veterinarne, pol'nohospodarske
a lesnicke vedy) (010621), Imunoldgia (aj pre lekéarske, farmaceutické, veterinarne,
pol'nohospodarske a lesnicke vedy) (010611), Biochémia (aj pre lekarske, farmaceutické,
veterinarne, pol'nohospodarske, lesnicke a vodohospodéarske vedy) (010403),
Bioorganicka chémia (010406), Environmentalna biotechnologia (020900), Priemyselna
biotechnologia  (021000),  Biotechnoldgie v pol'nohospodarstve  (040400),
Biotechnolégie v zdravotnictve (030400), Ekolégia (010520), Ochrana a vyuzivanie
krajiny (010527), Bioinformatika (010202), Biofyzika (aj pre lekarske, farmaceutickeé,
veterinarne, pol'nohospodarske, lesnicke a chemické vedy) (010303), Nanotechnoldgie
(021100), Mykologia (aj pre lekarske, farmaceutické, veterinarne, pol'nohospodarske
a lesnicke vedy) (010616).

Identifika¢né idaje o zariadeni, v ktorom sa nachadzaji uzavreté priestory

Umiestnenie zariadenia: Objekt 02 — Dubravska cesta 23 — dvojpodlazna budova


http://www.imb.savba.sk/
mailto:Eva.Kutejova@savba.sk

Cislo laboratdria, resp. evidenéné (registrainé) Cislo, v ktorom je moiné pousivat’
génové technologie a geneticky modifikované organizmy (GMO) zatriedené do
rizikovej triedy 2: 02-23 (328116) (evidenc¢né ¢islo bolo pridelené na zaklade rozhodnutia
MZP SR &. 18586/2007-2.3.-7-PPZ47 zo dia 03.05.2007 0 udeleni sthlasu na prvé
pouzitie zariadenia na genetické technologie).

Identifika¢né tidaje o organoch a osobach urcenych na odstranovanie nasledkov
havarie, na zabezpecenie zdravotnej starostlivosti pre osoby postihnuté havariou
a na ich dezinfekciu

Ohldsenie havdrie V ramci organizdcie

Zamestnanec, ktory spdsobi alebo zisti unik GMO alebo ma podozrenie, ze doslo k ich
uniku, ohlasi tuto skuto¢nost’ 0sobne alebo telefonicky svojmu nadriadenému alebo
jeho zastupcovi, ktori podPa zavaZnosti ohlasia nasledne havariu d’alS§im vedicim
zamestnancom (Tab. 1.). Menovani sa urychlene dostavia na miesto havarie.

Tabul’ka 1. Zamestnanci, ktorym sa nahlasuje havaria v ramci organizacie

Funkcia Meno C. tel. Pozn.
ot WNIB DOV, || o s cdont, i | AR pEEBD AL | PRI
V. V. I zavaznosti
Pracovnik zodpovedny odla
za pracu s biologickymi RNDr. Peter Ferianc, CSc. +421 2 5930 7427 poc .

zavaznosti

faktormi

Pracovnik zodpovedny
za pracu s GMO (vedtci RNDr. Peter Ferianc, CSc. +421 2 5930 7427 vzdy
projektu)

Pracovnik zodpovedny
za pracu s nebezpecnymi | Mgr. Andrea Puskarova, PhD. | +421 2 5930 7439
chemickymi faktormi

podla
zavaznosti

Ohldsenie havdarie mimo organizdcie

Veduci zamestnanec pre prislusné pracovisko (laboratérium) spolu so zodpovednym
pracovnikom za pracu s GMO (veduci projektu), pripadne zodpovednym
pracovnikom za pracu s nebezpeénymi chemickymi faktormi, ohlisia podla
zavaznosti havariu zachrannym sluzbam, organom Zivotného prostredia a civilnej
ochrane (Tab. 2).

Tabulka 2. ZloZky, ktorym sa nahlasuje havaria mimo organizacie

Zachranné sluzby, organy verejného zdravotnictva C. tel. Pozn.
Zachranna zdravotna sluzba 155, 112
MUDr_. D. GajdoSova, lekar v areali SAV, Dubravska cesta +421 2 5477 9559
9, Bratislava
Regionalny urad verejného zdravotnictva Bratislava +421 2 4333 8286
(www.ruvzba.sk) +421 917 426 111
Urad verejného zdravotnictva SR (Www.uvzsr.sk) +421 2 4928 4111

. L. C < i +421 2 5477 4166
Narodné toxikologické informaéné centrum (Www.ntic.sk) +421 911 166 066

v 1, . , 112
Hasicsky a zachranny zbor 09610 43830
Policia 158, 112



http://www.ruvzba.sk/
http://www.uvzsr.sk/
http://www.ntic.sk/

ez o " . 09610/46 600
OKkresny urad BA — odbor Zivotného prostredia 0800/222 222
¢ S . . 09610/46 300
Okresny urad BA — odbor krizového riadenia 0800/222 222
A 2 , : . , . +421 901 708 276
Sprava ucelovych zariadeni SAV, Dubravska cesta 9, BA +421 2 5477 4421

d) Plan zariadenias vyzna¢enim miest vyznamnych pre obmedzenie nasledkov havarie

Laboratérium ¢. 02-23 v objekte 02 na 1. podlazi (prizemi) UMB SAV, v. V. i., ev. &.:
328116 (evidenéné &islo bolo pridelené na zaklade rozhodnutia MZP SR ¢. 18586/2007-
2.3.-7-PPZ47 zo dna 03.05.2007 o udeleni sthlasu na prvé pouzitic zariadenia na
genetické technologie) (Obr. 1).

02-23
328116

—— — — o—

Obr. 1. Plan zariadenia s vyznatenim miest (Serveny obdiznik) vyznamnych pre
obmedzenie nasledkov havarie: Objekt 02 (nova budova) - 1. podlazie
(prizemie).

e) Udaje o mnoZstve a druhu geneticky modifikovanych organizmov, ktoré moézu
uniknut’ pri havarii alebo sa neo¢akavane rozsirit’ do prostredia

V uzavretom priestore, laboratérium ¢&. 02-23 (ev. €. 328116) budu pouzité nasledovné
geneticky modifikované organizmy, resp. mikroorganizmy:

1) Escherichia coli K12 a jej derivaty (XL1-blue, DH5a, MM294), resp. derivaty E. coli
kmena B (E. coli BL21 (DE3), E. coli BL21 (DE3) pLysS), resp. povodny kmen B.
subtilis PY79 a jeho mutantné formy (AminJ :: tet (Bramkamp et al. 2008); (AminJ ::
kan (IB1362, IB=sukromna zbierka Dr. Imricha Baraka na UMB SAV, v. v. 1.);
AminD :: ery (Edwards & Errington, 1997); AminD divIVA (1B1074, dar od Dr.
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Edwardsa); AdivIVA :: tet (Edwards & Errington, 1997); AminD :: kan (BKK27990)
(Koo et al. 2017); AminD :: cam (IB1056)) budu transformované plazmidovou DNA
nesucou niektory z génov minE, minC, minD, divIVA (kédujice deliace proteiny
MinE, MinC, MinD, DivIVA), resp. cls, clsl, pgsA (koédujuce enzymy zucastiujice
sa syntézy fosfolipidov) z Clostridioides difficile (st. nazov: Clostridium difficile)
nasledovne:

(i) Bunky E. coli K12 a ich derivaty (uvedené vyssie) budu transformované vsetkymi
plazmidmi nestucimi bud’ gén minE, minC, minD alebo divIVA (Tab. 3, zeleno,
zlto, resp. modro vyznacené konstrukty GMO);

(i) Bunky E. coli K12 aich derivaty (uvedené vysSie) budil transformované
plazmidmi pKT25, pKNT25, pUTC18 alebo pUT18 nesucimi bud’ gén cls, clsl
alebo pgsA (Tab. 3, ruzovo vyznacené konstrukty GMO);

(iii)Bunky E. coli B a ich derivaty (uvedené vyssie) buda transformované plazmidmi
pETDuet, pET15, pET26 alebo pTB146 (Tab. 3, zeleno vyznacené konstrukty
GMO);

(iv)Povodny kmen B. subtilis PY79 a jeho mutantné formy (uvedené vyssie) buda
transformované plazmidmi pSG1154, pSG1164, pSG1729 ajeho derivatmi,
pPEDY965 alebo pED962 nesucimi bud’ gén minE, minC, minD alebo divIVA
(Tab. 3, fialovo vyznacené konstrukty GMO);

Vysledné GMO bude pouZité na:

(i) Sledovanie expresie rekombinantnych proteinov v bunkach E. coli (K resp. B)
a ich derivatoch (uvedené vyssie) s pouzitim vektorov pETDuet, pET15, pET?26
alebo pTB146 (Tab. 3, zeleno vyznacené konstrukty GMO);

(ii) Sledovanie protein-proteinovych interakcii v bunkach E. coli K12 aich
derivatoch (uvedené vyssie) s pouzitim vektorov pKT25, pKNT25, pUTC18
alebo pUT18 v dvojhybridnom bakterialnom systéme E. coli (Tab. 3, Zlto, resp.
ruzovo vyznacené konstrukty GMO);

(iif)Sledovanie lokalizacie proteinov v bunkach povodného kmena B. subtilis PY79
ajeho mutantnych formach (uvedené vysSie) S pouzitim ,shuttle” vektorov,
pSG1154, pSG1164, pSG1729 ajeho derivatov, pED965 alebo pED962,
integrujticich sa do chromozomu B. subtilis PY79 ajeho mutantnych foriem
(uvedené vyssie) vo fuzii s fluorescenénym proteinom. Prechodne st tymito
vektormi transformované aj bunky E. coli K12 aich derivaty (uvedené vyssie)
(Tab. 3, fialovo, resp. modro vyznacené konstrukty GMO).

Tabulka 3. Druh a mnoZstvo GMO, ktoré mézu uniknut’ pri havarii

Geneticky modifikované organizmy Mnozstvo
E. coli (K resp. B) + derivaty/pETDuet-minE, -minC, -minD, -divIVA
E. coli (K resp. B) + derivaty/pET15-minE, -minC, -minD, -divIVA
E. coli (K resp. B) + derivaty/pET26-minE, -minC, -minD, -divIVA Max. 25 ml kultary
E. coli (K resp. B) + derivaty/pTB146-minE, -minC, -minD, -divIVA GMO buniek
E. coli K12 + derivaty/pKT25-minE, -minC, -minD, -divIVA vyrastenych na jednej
E. coli K12 + derivaty/pKNT25-minE, -minC, -minD, -divIVA Petriho miske.
E. coli K12 + derivaty/pUTC18-minE, -minC, -minD, -divIVA
E. coli K12 + derivaty/pUT18-minE, -minC, -minD, -divIVA Max. 100 ml tekutej
E. coli K12 + derivaty/pSG1154-minE, -minC, -minD, -divIVA kultary GMO buniek
E. coli K12 + derivaty/pSG1164-minE, -minC, -minD, -divIVA na experiment -
E. coli K12 + derivaty/pSG1729 + der.-minE, -minC, -minD, -divIVA jednorazovo.
E. coli K12 + derivaty/pED965-minE, -minC, -minD, -divIVA
E. coli K12 + derivaty/pED962-minE, -minC, -minD, -divIVA




. coli K12 + derivaty/pKT25-cls, -clsl, -pgsA

. coli K12 + derivaty/pKNT25-cls, -cls1, -pgsA

. coli K12 + derivaty/pUTC18-cls, -clsl, -pgsA

. coli K12 + derivaty/pUT18-cls, -clsl, -pgsA

. subtilis PY79 + mut. formy/pSG1154-minE, -minC, -minD, -divIVA

. subtilis PY79 + mut. formy/pSG1164-minE, -minC, -minD, -divIVA

. subtilis PY79 + mut. formy/pSG1729 + der.-minE, -minC, -minD, -divIVA
. subtilis PY79 + mut. formy/pED965-minE, -minC, -minD, -divIVA

. subtilis PY79 + mut. formy/pED962minE, -minC, -minD, -divIVA

O (0000 |00|0O|m|mm|m

Pozndmka: Derivaty E. coli (K a B), resp. mut. formy B. subtilis PY79 st uvedené vyssie.

2) Bunky E. coli K12, E. coli BL21, resp. B. subtilis PY79 budua transformované
plazmidovou DNA nestcou gén pre RBD doménu spike proteinu (S1 podjednotka)
z0 Sars-CoV-2 nasledovne:

(i) Bunky E. coli K12 budu transformované bud plazmidom pET28 alebo
plazmidom pDG1662 nesuce gén pre RBD doménu spike proteinu (S1
podjednotka) zo Sars-CoV-2 (Tab. 4, zeleno vyznacené konstrukty GMO);

(if) Bunky E. coli BL21 budu transformované plazmidom pET28 nesticim gén pre
RBD doménu spike proteinu (S1 podjednotka) zo Sars-CoV-2 (Tab. 4, ruzovo
vyznacené konstrukty GMO);

(iii)Bunky E. coli BL21, resp. B. subtilis PY79 budu transformované plazmidom
pDG1662 nestcim gén pre RBD doménu spike proteinu (S1 podjednotka) zo
Sars-CoV-2 (Tab. 4, modro, resp. ZIto vyznacené konstrukty GMO).

Vysledné GMO bude pouZité na:

(i) Sledovanie expresie rekombinantného proteinu v bunkach E. coli BL21
S pouzitim vektora pET28 (Tab. 4, ruzovo vyznaceny konstrukt GMO);

(ii) Sledovanie lokalizacie proteinu v bunkach B. subtilis PY79 s pouzitim
,,shuttle® vektora, pDG1662 integrujiceho sa do chromozéomu B. subtilis PY79
vo fuzii s fluorescenénym proteinom. Prechodne st tymito vektormi
transformované aj bunky E. coli BL21 (Tab. 4, modro, resp. Zlto vyznacené

konstrukty GMO).
Tabul’ka 4. Druh a mnoZstvo GMO, ktoré méZu uniknut’ pri havarii
Geneticky modifikované organizmy MnozZstvo

E. COIi_ K12 MGlGSS/PG BW-m404688’7-gén.pre RBD doménu spike proteinu | (. 55 kultry GMO
E. coli K12/pET28-gén pre RBD doménu spike proteinu buniek vyrastenych na
E. coli K12/pDG1662-gén pre RBD doménu spike proteinu jednej Petriho miske.
E. coli BL21/pET28-gén pre RBD doménu spike proteinu Max. 100 ml tekutej
E. coli BL21/pDG1662-gén pre RBD doménu spike proteinu kultiry GMO buniek na
B. subtilis PY79/pDG1662-gén pre RBD doménu spike proteinu i [ptlrera.

3) Bunky E. coli BL21 budu transformované plazmidmi pET21a, pET34b (+) alebo
PGEX-5X-1 nestcimi niektorti z frakcie syntetickych génov koédujucich bud C-
terminalny peptid (GVPDLLV) proteinu E zo SARS-CoV (Tab. 5, zeleno vyznacené
konstrukty GMO, skratka: 7AA-prot E-Sars-CoV), C-terminalne peptidy
(RVPDLLV; PSFYVYSRVKNLNSSRVPDLLV; VSLVKPSFYVYSRVKNLNS
SRVPDLLYV) proteinu E zo Sars-CoV-2 (Tab. 5, zlto vyznacené konstrukty GMO,
skratky: 7AA, 22AA, resp. 27AA-prot E Sars-CoV-2) alebo C-terminalny peptid
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(LPPDEWYV) proteinu E z Mers-CoV (Tab. 5, ruzovo vyznac¢ené konstrukty GMO,
skratka: 7AA-prot E Mers-CoV).

Vysledné GMO bude pouZité na:
Sledovanie expresie rekombinantnych proteinov v bunkach E. coli BL21
s pouzitim vektorov pET21a, pET34b (+) alebo pGEX-5X-1 (Tab. 5).

Tabul’ka 5. Druh a mnoZstvo GMO, ktoré méZu uniknat’ pri havarii

Geneticky modifikované organizmy MnoZstvo
E. coli BL21/pET21a-gén pre 7AA-prot E-Sars-CoV Max. 25 ml kultiry
E. coli BL21/pET21a-gén pre 7AA, -22AA, -27AA-prot E Sars-CoV2 GMO buniek
E. coli BL21/pET21a—gén pre 7AA—prot E Mers-CoV Vyrasten}'/ch najednej
E. coli BL21/pET34b(+)-gén pre 7AA-prot E-Sars-CoV Petriho miske.
E. coli BL21/pET34b(+)-gén pre 7AA, -22AA, -27AA-prot E Sars-CoV2
E. coli BL21/pET34b(+)-gén pre 7AA-prot E Mers-CoV Max. 100 ml tekutej
E. coli BL21/pGEX-5X-1-gén pre 7AA-prot E-Sars-CoV kultary GMO buniek
E. coli BL21/pGEX-5X-1-gén pre 7AA, -22AA, -27AA-prot E Sars-CoV2 na experiment -
E. coli BL21/pGEX-5X-1-gén pre 7AA-prot E Mers-CoV jednorazovo.

4) Bunky E. coli DH5a, resp. E. coli BL21 (DE3) budi transformované plazmidovou
DNA nesucou bud’ fragment génu Spychather alebo Spytag kodujuce fragmenty
proteinu CnaB2 z fibronektin viazuceho proteinu FbaB zo Streptococcus pyogenes
nasledovne:

(i) Bunky E. coli DH5a budu transformované plazmidom pET28(+) nestcim bud’
fragment génu Spychather alebo Spytag kodujuce fragmenty proteinu CnaB2
z fibronektin viazuceho proteinu FbaB zo S. pyogenes (Tab. 6, zeleno vyznacené
kons$trukty GMO);

(ii) Bunky E. coli BL21 (DE3) budu transformované plazmidom pET28(+) nesticim
bud’ fragment génu Spychather alebo Spytag kodujuce fragmenty proteinu
CnaB2 z fibronektin viazuceho proteinu FbaB zo S. pyogenes (Tab. 6, ruzovo
vyznacené konstrukty GMO);

Vysledné GMO bude pouZité na:
Sledovanie expresie frakcii rekombinantného proteinu v bunkach E. coli BL21
(DE3) s pouzitim vektora pET28(+) (Tab. 6, ruzovo vyznacené konstrukty GMO).

Tabulka 6. Druh a mnozstvo GMO, ktoré moéZu uniknut’ pri havarii

Geneticky modifikované organizmy Mnozstvo
E. coli DH50/pET28(+)-Spychather 1}:’[3’?~k25 ml k}”;ﬁl’y GQAHQ
5 unick vyrastenych na jedne
E. CO'! DH50/pET28(+)-Spytag Petriho r?wriske, i]esp. 1J00 mJI
E. coli BL21 (DE3)/pET?28(+)-Spychather tekutej kultiry GMO buniek
E. coli BL21 (DE3)/pET28(+)—Spytag na experiment - jednorazovo.

Nespotrebované GMO a vsetok odpad vznikajuci pri ¢innosti v uzavretom priestore bude
dekontaminovany dezinfekénym  prostriedkom anaslednym  autoklavovanim
Vv uzavretom priestore, lab. 02-23 (ev. ¢. 328116).



f)

Ochranné opatrenia na zabranenie vzniku havarie

Uzavrety priestor, laboratorium 02-23 (ev. ¢.: 328116), je zaradeny do rizikovej triedy
2 (RT2) aprislusny prevadzkovy poriadok V zariadeni zodpoveda bezpe¢nostnym
parametrom vyzadovanym pre ¢innosti s GMO zatriedené do RT2. Stavebno-technické
zabezpecenie, vnutorné umiestnenie, prevadzkovy rezim a materialno-technické
vybavenie uzavretého priestoru predstavuje dostato¢nti bariéru na zabranu
nekontrolovatel'ného tiniku GMO. V uzavretom priestore je redukovany pohyb osob a je
nalezite oznaceny.

V uzavretom priestore sa pouzivaju genetické technolodgie, pri ktorych by nemalo dojst’
k nezelanému tniku GMO do prostredia. Z tohto pohladu je ddlezity najmé spdsob
likvidacie pouzitého alebo nespotrebovaného GMO a zabezpecenie dezinfekcie odpadu,
ktory vznikne pri praci s GMO. Prevadzkovy poriadok riesi tito skuto¢nost’ opatreniami,
ktoré zabezpecia, aby sa do bezného odpadu a ani do kanalizacie nedostali Ziadne GMO.
Hlavnou zasadou je dosledna dezinfekcia odpadu autoklavovanim, pripadne chemickymi
dezinfekénymi prostriedkami, ktoré st povinnou vybavou laboratérii tohto typu.
Kontrolné a iné ochranné opatrenia pre laboratérium s tirovilou ochrany 2 s zhrnuté

v Tab. 7.

Tabulka 7. Kontrolné a iné ochranné opatrenia pre laboratérium s iroviiou ochrany 2
(Podra: ,,Priloha ¢. 1 k vyhlaske ¢. 274/2019 Z. z.%)

Opis

Urovet ochrany

2

Lgb. 02-23 (328116)
UMB SAV, V. V. i.

Laboratorne miestnosti — izolacia

nevyzaduje sa

samostatna miestnost’

Laboratorium hermeticky uzatvorite'né na
dezinfekciu plynom

nevyzaduje sa

nie

Vybavenie (zariadenie laboratéria)

Lahko umyvatel'né povrchy odolné vode,
kyselinam, zasadam, rozpustadlam,

vyzaduje sa

lahko umyvateI'né povrchy odolné vode,
kyselinam, zasadam, rozpustadlam,

0 dezinfekénym latkam a dekontaminaénym (pracovné stoly) dezinfekénym latkam
Cinidlam a dekontamina¢nym Cinidlam
Vchod do laboratoria cez dekontaminacnt . g .

4 miestnost’ 2 nevyzaduje sa nie

5 | Nizsi tlak imerny tlaku okolitého prostredia nevyzaduje sa nie

6 Odsavany a vhanany vzduch do laboratoria by e & .
mal byt HEPA-filtrovany

7 | Asepticky box volitel'né ano

8 | Autoklav v budove ano, v lab. 02-23 (328116)

Systém prace

ano, oznacenie ,,Zakaz vstupu nepovolanym

9 | Zékaz vstupu vyzaduje sa osobdm®
10 | Oznacenie bionebezpecia na dverach vyzaduje sa ano, 0znacenie ,,.Bionebezpecie” na dverdch
tvorba aeros6lu sa minimalizuje pouzitim
11 Zvlastne opatrenie na kontrolu aerosélu vyzaduje sa uzatvorite'nych skimaviek, pipetovanim
V ovzdusi minimalizovat’ v aseptickom boxe, odstred’ovanim
uzatvorenych skiimaviek
12 | Sprcha nevyZzaduje sa nie
13 | Ochranny odev Vhodnzdoec\ilranny ano, pracovny plast, prezuvky
14 | Rukavice voliteI'né ano, ochranné rukavice
Utinna kontrola vektorov (napr. hlodavcov . . ano, ochranné siete na oknach, lepiace
15 vyzaduje sa
a hmyzu) pasce na hlodavce a hmyz
Odpad
16 Inaktivacia geneticky modifikovanych e e

mikroorganizmov a geneticky modifikovanych




organizmov v odpadovych vodach
z umyvadiel na umyvanie ruk, sprch
a v podobnych odpadovych vodach

Inaktivacia geneticky modifikovanych
mikroorganizmov a geneticky modifikovanych

chemicka inaktivacia S pouzitim chloraminu
a pod. a naslednym autoklavovanim 30 min.

17 - . s vyzaduje sa . ) A
organizmov Vv kontaminovanom materiali y ! pri 121 °C. Po inaktivacii je odpad
a Vv odpade likvidovany v spalovni

Iné opatrenia
Laboratorium musi mat’ svoje vlastné . "

18 . nevyzaduje sa nie
vybavenie
Laboratérium musi mat’ pozorovacie okienko

19 | alebo alternativne zariadenie tak, ze mézu byt’ volitel'né ano, pozorovacie okienko

pritomni v laboratériu videni

Y Izolacia — laboratorium je oddelené od inych miest v budove alebo je v oddelenej budove.

2 Dekontamina¢nd miestnost’ (vstupna hygienickd slucka) — vechod musi byt cez dekontamina¢nii miestnost’,
t. j. komoru izolovanu od laboratoria. Cista strana dekontaminaGnej miestnosti musi byt oddelena od
zakézanej strany prezliekariiou alebo sprchami, a ak je to mozné, blokovacimi dverami.

9)

Opis havarie, ktora mézZe vzniknat’ v priestoroch alebo na mieste, kde sa pouzivaji
genetické technolégie a geneticky modifikované organizmy, spolu s odportic¢anym
sposobom odstraiiovania jej nasledkov, najmi uvedenim metéd a prostriedkov na
fyzicka likvidaciu geneticky modifikovanych organizmov vo forme scenarov
reprezentativnych druhov havarii:

Opis havarie:

Kontaminacia pracovnej plochy Vlaminarnom boxe geneticky modifikovanymi
bakterialnymi bunkami spOsobend vyliatim malého mnoZstva bakterialnej kultary
z kultivacnej banky.

Postup odstraiiovania ndsledkov havarie:

(i) Okamzite eliminovat’ d’alSie Sirenie geneticky modifikovanych baktérii pouzitim bud’
70% etanolu, 1 % ajatinu, 3 % chloraminu B, 10 % SAVA, 5 % chlornanu sodného
alebo 2% roztoku alkalického gluteraldehydu. Laminarny box nasledne dezinfikovat’
UV svetlom.

(i) Material, ktory bol v priamom kontakte s biologickym materialom (rukavice, utierky,
pracovny odev a pod.) dekontaminovat’ 3 % roztokom chloraminu B a zlikvidovat’
v spal’ovni. Skleneny material a plasty dekontaminovat’ 3 % roztokom chloraminu B
a nasledne autokldvovat. Neautokldvovatelny plastovy material dekontaminovat’ 3
% roztokom chloraminu B po dobu 24 h

(111) Prerusit’ pracu, udalost’ ohlasit’ svojmu nadriadenému, resp. kontaktovat’ vediiceho
projektu a jasne opisat’ danu udalost’.
(iv) Zaznamenat vSetky udalosti veduce khavarii pocCas prace s geneticky
modifikovanymi mikroorganizmami do prevadzkového dennika.

(2) Scenar reprezentativneho druhu havarie

a)

Plin na ochranu 'udského zdravia a na ochranu Zivotného prostredia pri havarii

Zamestnanci su  povinni dodrziavat ochranné opatrenia, zasady spravnej
mikrobiologickej praxe vyplyvajice z platnej legislativy na tiseku GMO, prevadzkovy
poriadok laboratoria, zdsady bezpecnosti prace a protipoziarnej ochrany v infekénom
prostredi. Pravidelne sa zucastiiuju Skoleni bezpe€nosti a ochrany zdravia pri praci
apoziarnej ochrany a v zmysle terminov stanovenych zdkonom sa zuacastiuju
pravidelnych preventivnych lekarskych prehliadok.
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b)

Pre ochranu zdravia a Zivotného prostredia sa pravidelne vykonavaju preventivne
dekontaminéacie pracovnych priestorov (najmd laminarnych boxov) UV svetlom
a Cistenie laboratornych stolov dezinfekénymi roztokmi. Oknd st mechanicky
zabezpeCené pred otvorenim. Pri praci s GMO odpad predstavuju kultivaéné média,
kultivaéné nadoby, mikroskimavky a plastovy material (pipety, Spice a pod.). Kultiva¢né
média a vSetok odpad z pracovnych priestorov, ktory prisiel do kontaktu s GMO, je
dekontaminovany dezinfekénym prostriedkom a naslednym autokldvovanim priamo
Vv zariadeni a nésledne likvidovany v spalovni.

Pri dodrziavani vSetkych ochrannych opatreni pri manipulacii s GMO nehrozi
pracovnikom ani zivotnému prostrediu ziadne nebezpecenstvo.

Metéda na izolaciu oblasti postihnutych rozsirenim

Manipulacia s GMO a genetické technologie sa budu vykonavat’ zasadne v laminarnom
(aseptickom) boxe umiestnenom v uzavretom priestore. Pravdepodobnost’ uniku
Z uzavretého priestoru (zariadenia) do okolit¢ho Zivotného prostredia je minimélna. Ak
by takato situacia nastala, prezitic GMO a ich rast mimo laboratérnych podmienok je
nepravdepodobny.

V uzavretom priestore je potrebné skontrolovat’, ¢i sa kontaminant nesiri mimo uzavrety
priestor a d’alej postupovat’ podl’a bodu 2 pism. c).

Metoda na dekontaminaciu postihnutych oblasti

Odporucany postup pri nezelanom uniku je dosledna dezinfekcia. Ako dezinfekény
prostriedok mozno pouzit 70% alkohol, ktory je vhodny aj na povrchovu dezinfekciu
osob. Na dezinfekciu uzavretého priestoru je mozné pouzit aj iny dezinfekény
prostriedok, napr. 10 % SAVO — 30 min, 3% roztok chloraminu B — 30 min, 1% ajatin —
30 min, 5 % chlornan sodny — 24 h, 2% roztok alkalického gluteraldehydu — 30 min
a miestnost’ vZzdy vystavit’ UV Ziareniu.

Vsetky predmety pouzité na dekontaminaciu je potrebné povazovat’ za kontaminovany
odpad anasledne ich tiez dezinfikovat pomocou chemickych dezinfekénych
prostriedkov a autoklavovanim.

Priklady met6d na dekontaminaciu st uvedené v Tab. 8.

Tabul’ka 8. Priklady metéd na dekontaminaciu zariadenia s uroviiou ochrany 2

| Dévod havarie

| Inaktivacné opatrenia | Preventivne opatrenia

1. PoSkodenie skleneného materidalu

Po nasadeni gumenych rukavic a ochrannych
okuliarov opatrne pozbierame rozliaty obsah aj

Rozbita sklenena na-
doba v pracovnom
priestore (v laminar-
nom boxe alebo
Vv kultivaénom zaria-
deni).

srozbitym sklom do nadoby, kde bude
zachyteny material inaktivovany 2 % roztokom
Chloraminu B/30 min, resp. 70%-nym
etanolom/30 min. Rovnako bude inaktivovany aj
ostatny materidl, ktory priSiel do kontaktu
S GMO. Dezinfekénym roztokom dokladne
umyjeme miesto, ktoré bolo postihnuté ako aj
naradie pouzité pri odstrainovani odpadu.
Nédobu s inaktivovanym materidlom (vratane
inaktivovaného ostatného materialu) a naradie
pouzit¢é  pri  odstraiiovani  sterilizujeme
autoklavovanim. Pracovny priestor sterilizujeme

Pohotovostna zasoba dezinfekéného
¢inidla a prostriedkov na odstranenie
uniku v laboratériu, laminarnom boxe
a V kultivaénom zariadeni. Pravidelna
kontrola a udrzba upeviiovacich
mechanizmov kultivaénych zariadeni.
Dokladny vyber dodavatela dostatocne
pevnych kultivaénych nadob. Poucenie
pracovnikov o bezpecnej eliminacii
uniku.




UV ziarenim. Dbame na zvySenu opatrnost’ pri
praci so sklom.

V pripade poranenia (porezanie, pichnutie)
nechame ranu krvacat’ tak dlho, ako je to mozné,
potom oplachneme pod tecucou vodou
a nasledne oplachneme so 70% alkoholom alebo

jodovou tinktarou.

V pripade, Ze boli zasiahnuté oci, usta a iné,
oplachneme ich vAa¢Sim mnozstvom vody.
Vyhladame lekéarsku pomoc.

Uraz zapiseme do knihy trazov.

2. PoSkodenie kultivaénych ndadob s mikroorganizmami

Unik mikroorganiz-
mov do pracovného
prostredia.

Postrek priestorov doporuc¢enymi dezinfekény-
mi  aerosolovymi prostriedkami  (Sanosil,
Persteril). Priestor uzavrieme na pozadovanu
dobu podla druhu dezinfekéného prostriedku.
Dokladna hygienicka oéista I'udi s odporu¢enim
pouzitia dezinfekénych saponatov. Dalsi postup
ako v bode €.1.

Najmenej raz rocne zrealizovat
postrek  priestorov  aerosolovymi
dezinfekénymi prostriedkami. Zvysena
pozornost’ pri praci s materidlom obsa-
hujicim mikroorganizmy. Sterilizacia
laboratorii pouzitim UV Ziari¢a mimo
pracovnej doby minimalne raz za
tyzden. Pravidelna sterilizacia vzduchu
v laboratoriu pouzitim vysoko napi-
tového filtraéného zariadenia.

3. Poskodenie plastov

¢ho materidlu

Prasknuty plastovy
material (na jednora-
Zové pouzitie).

V gumenych rukaviciach vlozime plastovy
material do nddoby, kde bude inaktivovany 2 %
roztokom Chloraminu B/30 min. a nasledne
sterilizovany autoklavovanim. Dezinfekénym
roztokom dokladne poumyvame postihnuté
okolie.

Dokladna kontrola plastov pred ich
pouzitim. Nalezitu pozornost’ venovat’
vyberu vhodnosti druhu plastov pre
ucel pouzitia. Nepouzivat plasty po
zarucnej dobe.

4. Vniknutie vektorov

Vniknutie  hlodav-
cov, hmyzu, ¢lanko-
NoZCov.

Osetrenie priestorov insekticidom (napr. Famid).
Osetrenie priestorov rodenticidmi a nastrahami.

Pravidelne, najmenej 2-krat ro¢ne
kontrola  priestorov, vykonavanie
preventivnych oSetreni insekticidmi,
nasadenie rodenticidnych nastrah.

d) Metéda a postup na kontrolu geneticky modifikovanych organizmov pri havarii

V pripade moznej kontaminacie biologického materialu, pri ktorej by mohlo dojst’
k vneseniu cudzorodych sekvencii DNA, postupovat’ nasledovne:

k likvidacii biologického materialu.

odobrat’ vzorku kontaminovaného biologického materiélu,
1zolovat DNA/RNA;
pomocou Specifickych primerov detegovat’ prislusné sekvencie metédou PCR,;

Vv pripade potvrdenia pritomnosti sekvencii DNA v danom organizme, pristapit

Geneticky modifikované organizmy uréené na likvidaciu s inaktivované na mieste,
Vv laboratériu, vhodnym dezinfekénym roztokom (Chloramin B 2%/30 min, Ajatin 1 %/30
min, Etanol 70%/30 min, Savo 10%/30 min, Chlornan sodny 5 %/24 h, roztok alkalického
gluteraldehydu 2 %/30 min) a nasledne st autoklavované pri teplote 121 °C pocas 30
minut.

Vsetok inaktivovany material a biologicky odpad sa likviduje v spalovni odpadu.

Mozné nasledky havarie a jej bezprostrednych vonkajSich ucinkov na
zamestnancov pouZivatel’a, ako aj na obyvatel’stvo a Zivotné prostredie
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f)

9)

Sirenie buniek GMO mimo S$pecifickych podmienok je mozné oznadit za
nepravdepodobné. Pravdepodobnost’ tiniku mimo zariadenie do okolitého Zivotného
prostredia je minimalna. Ak by takato situacia nastala, ich prezitie arast mimo
laboratérnych podmienok je nepravdepodobny.

Vzhladom na vlastnosti pouzivanych a vytvorenych GMO sa pri moznej havarii
nepredpokladaju nepriaznivé ucinky na zamestnancov pouzivatela, ako ani na
obyvatel’stvo a Zivotné prostredie a tak st nepriaznivé mozné nasledky pripadnej havarie
miniméalne az ziadne.

Metéda na zneSkodnenie alebo saniaciu najmé rastlin, zvierat, pody, ktoré boli
vystavené posobeniu geneticky modifikovanych organizmov pocas havarie a po
havarii

GMO vytvorené v laboratériu 02-23 (ev. ¢.: 328116) nemaju Sancu prezit mimo
Specifickych podmienok sterilného boxu a $pecidlnych kultivaénych roztokov.

Stavebno-technické usporiadanie uvedeného laboratdria a v iom zavedenom systéme
bezpe¢nostnych opatreni nedovoluji, aby GMO prisli do kontaktu s rastlinami,
zvieratami a pddou mimo uzavreté priestory, ani pocas pripadnej havarie.

Spravanie zamestnancov v zariadeni a obyvatel’stva v blizkosti zariadenia, v ktorom
sa pouZivaju génové metody a génové techniky, pri styku s geneticky
modifikovanymi organizmami, ktoré unikli pocas havarie

» Ak nastala havaria, je potrebné okamzite zabezpecit informovanost’ podl'a bodu 1
pismena c) havarijného planu.

= Bezodkladne upovedomit’ ohrozené osoby.

» Vykonat opatrenia zamerané na likvidaciu uniknutého GMO podla bodu 2 a), b), ¢),
d) (scenare reprezentativnych druhov havarii).

= V pripade poranenia (porezanie, pichnutie) nechat’ ranu krvacat’ tak dlho, ako je to
mozné, potom oplachnut’ pod te¢icou vodou a néasledne oplachnut’ 70% alkoholom
alebo jodovou tinktirou. Pokial’ boli zasiahnuté o€i, Gsta a ind Cast’ tela, oplachnut’
ich va¢sim mnozstvom vody.

= Vyhladat lekarsku pomoc.

= Ak havéria m6ze mat’ cezhrani¢né vplyvy, informovat’ okrem ministerstva aj organy
ohrozenych Statov.

= Podat’ ohldsenie ministerstvu.

= Havariu pisomne zaznamenat’.

= Veduci projektu vykona opatrenia, aby sa udalost’ neopakovala.

= Poskytnit’ informécie o vykonanych opatreniach verejnosti vhodnou formou
zverejnenia.

Priklad
Postup v pripade kontaminacie priestoru geneticky modifikovanymi bunkami:

ak je to mozné, odstranit’ vSetky prekézky z kontaminovanej oblasti;

ak je to mozné, ¢akat’ 15 min, aby doslo k usadeniu aerosélov;

nedotykat’ sa ostrych predmetov;

presvedcit’ sa, €1 sa kontaminant nesiri cez uzavreta oblast’ a celu oblast’ dezinfikovat’;
zakryt kontaminovany material alebo povrch papierovou vatou alebo filtracnym
papierom namoc¢enym v 70% alkohole;

po 10 minuatach filtracny papier odstranit’ a umiestnit’ medzi biologicky odpad,;

opét prikryt’ kontaminovany material filtraénym papierom, aby nasal tekutinu;

AN N NN

AN
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opakovat’ tento postup, pokial nie je tekutina dokonale absorbovana;

vycistit’ postihnuta oblast’ opat’ 70% alkoholom;

vycistit’ vSetok materidl a povrch najprv vodou a mydlom a nasledne dezinfekénym
roztokom (70% alkohol);

v' vSetko  kontaminované  obleCenie  dezinfikovat’® S pouzitim  niektorého
Z dezinfekénych roztokov a néasledne autoklavovat’;

kontaminovanu pokozku umyt’ mydlom a dezinfikovat’ 70% alkoholom;
dezinfikovat’ laminarny box a miestnost’ UV Ziarenim.

AN

AN

Vypracoval: Schvalil:
RNDr. Peter Ferianc, CSc. Ing. Eva Kutejova, DrSc.
veduci projektu riaditel’ka ustavu

V Bratislave, 05.06.2023
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