Prevadzkovy poriadok laboratoria BSL3 — Z119

pre pracu s geneticky modifikovanymi organizmami RT3

(podl'a §9 ods.3) Vyhlasky ¢. 274/2019 Z.z.)

1. Opis pracovnych priestorov: laboratérium BSL3 sa nachadza v miestnosti Z119 na 2. poschodi
Zverinca Virologického tstavu (ZVU) Biomedicinskeho centra SAV, Diibravska cesta 9, 845 05
Bratislava. Laboratorium je zatriedené do RT3 a je uréené pre pracu s GMO RT3 a RT2.

Laboratorium je uréené pre pouzivanie genetickych technologii, technik rekombinantnej nukleovej kyseliny,
vratane tvorby novych kombinacii genetického materialu vkladanim molekill nukleovej kyseliny
vytvorenych mimo organizmu do virusu, bakteridlneho plazmidu alebo iného systému nosica a ich vnesenie
do prijemcu, v ktorom sa prirodzene nevyskytuju, ale v ktorom st schopné kontinualne sa mnozit’.
V laboratériu st vykonavané aj iné laboratdrne postupy vyzadujuce uroven ochrany BSL3.

Laboratérium Z119 je oddelena miestnost’ s individudlnou vzduchotechnikou, ktora zabezpecuje, Ze vzduch
vhanany a odsavany z miestnosti je filtrovany cez vysokou¢inné HEPA filtre, Vzduch v miestnosti je
VvV porovnani s vonkajSou atmosférou v podtlaku. Pred vstupom do miestnosti je hygienicka slucka. Pracovné
i stavebné povrchy (podlahy, steny a stropy) neprepstaju vodu, si ahko umyvatel'né, chemicky odolné.
Miestnost’ je vybavena niekolkymi pozorovacimi oknami. Laboratorium ma vlastné vybavenie, vratane
laboratérneho mobiliaru, laminarnych boxov s HEPA filtrami a UV ziariémi, inkubatorov, chladiacich
a mraziacich boxov, centrifig a pod. St¢astou laboratoria Z119 je aj pokusna miestnost’ pre zvierata,
v ktorej je umiestneny chovny box pre zvierata — stojan s individualne ventilovanymi klietkami (IVVC), ktoré
st napojené na vlastni klimatiza¢nu jednotku s HEPA filtrami.

2. Pravidla prace s GMO:
- pocas kazdej prace v laboratériu Z119 je nutné nosit’ osobné ochranné prostriedky urené na pracu
s biologickymi faktormi 3. skupiny;
- dvere uzavretého priestoru su pocas prace uzavreté;

- pracovny povrch musi byt dekontaminovany po kazdej manipuldcii a na konci pracovného tyzdna,
podlaha je denne umyvana detergentami ur¢enymi na dezinfekciu;

- ak sa pracovné miesto kontaminovalo, okamzite musi byt’ dekontaminované;

- pocas manipulacie s GMO sa neodporuca nosit’ na rukdch hodinky alebo Sperky;

- pracovny odev, ktory bol kontaminovany s GMO, musi byt pred vyhodenim dekontaminovany
a likvidovany v spal’ovni;

- v tomto priestore sa nesmie fajcit, jest’ a pozivat’ napoje;

- GMO musia byt Citate'ne oznacené.

3. Sposob uchovivania GMO:

-V uzavretom priestore sa buda GMO uchovavat kratkodobo v chladnicke (+4°C), prip. v mraznicke (-
20°C);

- GMO musia byt viditelne oznaCené tak, aby bolo mozné ich blizSie identifikovat’ v registracnom

systéme;

- geneticky nemodifikované organizmy sa uchovavaji oddelene od GMO;

- nevyuzivané GMO RT3 musia byt’ zlikvidované sterilizaciou pri 121°C pocas 30 min. GMO RT2 musia
byt zlikvidované sterilizaciou pri 121°C pocas 30 min alebo miniméalne inaktivaciou v dezinfekénom
roztoku 5% chloérnan sodny/24 hod, 2% roztok alkalického glutaraldehydu/60 minut. Finalna likvidacia —
spalovia.



Podmienky uskladnenia GMO Sposob uchovavania GMO

eppendorfove skimavky v oznaCenych krabickach
oznaéené skumavky Vv stojanoch

eppendorfove skimavky v oznacenych krabickach
oznaéené skumavky V stojanoch

chladni¢ka (+4°C)

mraznic¢ka (-20°C)

4. Sposob oznacovania GMO:
- nazov GMO;
- nazov genetickej modifikacie, ktora obsahuji;

- datum uchovania;
- meno pracovnika, ktory GMO uchovava.

5. Sposob likvidacie GMO:

- Tuhy kontaminovany odpad sa separuje do oznaCenych umyvatelnych nadob s vlozenym plastovym
vreckom alebo jednorazovych nadob s vekom. Tuhy odpad, podobne ako aj tekuty odpad, sa autoklavuje
Vv priamo v uzavretom priestore. Definitivne sa likviduje v zdravotnickej spalovni.

- Ostry odpad je zberany do pevnych uzatvaratelnych a spalitelnych obalov. Definitivne sa likviduje v
zdravotnickej spal’ovni.

- Likvidaciu mftvych tiel zvierat zabezpecujii zmluvné opravnené firmy.

- GMO zatriedené do RT1 urcené na likvidaciu s inaktivované chemicky ponorenim do dezinfekéného
roztoku (napr. 1% ajatin/30 min., 3% chloramin B/30 min., 5% SAVO/1 hod., 5% chlorfian sodny/24
hod), nasledne sa sustred’uju v nadobach na to uréenych a definitivne likviduji v spal’ovni.

6. Podmienky prenosu GMO V uzavretych priestoroch a na verejnych priestoroch:
a) prenos GMO v priestoroch pouzivatela:
- GMO RT3 uzavrety priestor neopust’aju.
- GMO RT2 musia byt’ prenasané v pevne uzavretych, povrchovo nekontaminovanych a pokial’ je to mozné
V nerozbitnych nddobach tak, aby nedoslo k ich uniku do okolia.

b) prenos GMO na verejnych priestoroch:

- GMO, ktor¢ patria do RT2, musia byt prenasané v dvoch pevne uzavretych nadobach. Medzi jednotlivymi
prenaSanymi nddobami musi byt umiestneny vhodny absorbujtci materidl, ktory vyplni priestor medzi nimi.
V pripade pouzitia suchého l'adu, vonkaj$ia nddoba musi byt vybavena ventilom, ktory umozni ventildciu
uvolnovaného CO..

- identifika¢né udaje o prenasanom materiali musia byt uvedené v sprievodnom liste a na kazdej prenasane;j
nadobe.

- kazdy verejny transport GM materidlu musi byt oznameny vediicemu projektu a musi byt’ v stlade s ADR
(zékon €. 56/2012 Z. z. o cestnej doprave v zneni neskorSich predpisov - §34, §35).

7. Zabezpedenie uzavretych priestorov pred inikom GMO pri prevadzke:
a) Uzavrety priestor, laboratérium BSL3 — Z119 ajeho stavebno-technické zabezpecenie predstavuje
dostatocnl zabranu znemoznujucu fyzicky kontakt GMO s okolim a bariéru voci nekontrolovatelného
uniku GMO. V uzavretom priestore je redukovany pohyb os6b. Mechanické prekazky tvoria dvere,
nepriepustné steny. Biologické prekazky tvoria lepiace pasce na hlodavce a hmyz.

b) Chemické zabrany predstavuji dezinfekéné prostriedky, ktoré st rutinnou vybavou laboratdria. Dolezity
je sposob likvidacie GMO a zabezpecenie dezinfekcie odpadu, ktory mdze pri praci s GMO vzniknut'.



Systém prace s GMO je zabezpeceny tak, aby sa do bezného odpadu, ani kanalizacie nedostali Ziadne GMO.
Hlavnou zasadou je doslednd inaktivacia a likvidacia vSetkych nepotrebnych GMO autoklavovanim 30
minut pri 121°C este pred zlikvidovanim odpadu v zdravotnickej spal’ovni, a dezinfekcia a dekontaminacia
vSetkych povrchov, nastrojov a nadob, ktoré boli v kontakte s GMO chemickymi inaktivaénymi a

dezinfekénymi prostriedkami, ktoré sit povinnou vybavou uzavretého priestoru.

Kontrolné a iné ochranné opatrenia pre laboratérium
(podrla Prilohy €. 1 k Vyhlaske ¢. 274/2019 Z. z.)

Popis

Uroveii ochrany
-3

Laboratérium BSL3 - Z119

1

7 - B B . 1
Laboratérne miestnosti — izolacia

vyzaduje sa

samostatny sibor miestnosti

2

Laboratérium hermeticky uzatvoritelné na
dezinfekciu plynom

vyZaduje sa

ano

Vybavenie (zariadenie laboratéria)

3 | Eahko umyvatel'né povrchy odolné vode, vyzaduje sa | Pahko umyvatel'né povrchy a podlaha
kyselinam, zasadam, rozpustadlam, (pracovné stoly, | odolné vode, kyselinam, zasadam,
dezinfekénym latkam a dekontamina¢nym podlaha) rozpustadlam, dezinfekénym latkam a
¢inidlam dekontamina¢nym ¢inidlam

4 | Vchod do laboratéria cez dekontaminacnu volite'né ano
miestnost’ 2

5 | Nizsi tlak imerny tlaku okolitého prostredia vyzaduje sa | ano

okrem ¥

6 | Odsavany a vhanany vzduch do laboratéria| vyzadujesa |éano
by mal byt HEPA-filtrovany (HEPA)"

odsavany vzduch
okrem ¥

7 | Asepticky box vyzaduje sa | ano

8 | Autoklav vmieste”  |éano

Systém prace

9 | Zékaz vstupu vyzaduje sa | ano, oznacenie zakazu vstupu
nepovolanym osobam
10 | Oznacenie bionebezpecia na dverach vyzaduje sa | ano, oznacenie bionebezpecia na dverach
11 | Zvlastne opatrenie na kontrolu aerosolu v vyzaduje sa | Tvorbe  aerosdlu  sa  zamedzuje
ovzdusi zamedzit’ pouzivanim GMO iba v laminarnych
boxoch, =zvieratd si  umiestnené
v individualne ventilovanych klietkach.
12 | Sprcha volite'né nie
13 | Ochranny odev vhodny pracovny plast’, prezuvky
ochranny odev a
(voliteI'né) obuv
14 | Rukavice vyzaduje sa | ochranné rukavice
15 | U¢inna kontrola vektorov (napr. vyzaduje sa | ano, lepiace pasce na hlodavce a hmyz
hlodavcov a hmyzu)
Odpad
16 |Inaktivacia geneticky modifikovanych volitel'né nie
mikroorganizmov a geneticky
modifikovanych organizmov v odpadovych
vodach z umyvadiel na umyvanie rok,
spfch a v podobnych odpadovych vodach
17 | Inaktivacia geneticky modifikovanych vyzaduje sa Inaktivacia autoklavovanim 30 mintt pri
mikroorganizmov a geneticky 121 °C. Po inaktivacii je odpad
modifikovanych organizmov likvidovany v spalovni.
v kontaminovanom materiali a v odpade
Iné opatrenia
18 | Laboratérium musi mat’ svoje volitel'né nie
vlastné vybavenie
19 | Laboratorium musi mat’ pozorovacie volite'né ano

okienko alebo alternativne zariadenie tak,
ze mdzu byt’ pritomni v laboratériu videni




1) Izolacia — laboratérium je oddelené od inych miest v budove alebo je v oddelenej budove.

2) Dekontamina¢na miestnost’ (vstupna hygienickd slucka) — vchod musi byt cez dekontaminacnli miestnost’, t. j. komoru izolovanu od
laboratéria. Cista strana dekontamina¢nej miestnosti musi byt oddelena od zakézanej strany prezliekariiou alebo sprchami, a ak je to mozné,
blokovacimi dverami.

¥ Cinnosti, pri ktorych sa prenos vzduchom nevyskytuje.

Y HEPA (High efficiency particulare air) = filter s vysokou u¢innost'ou odstrafiujiici ¢astice zo vzduchu. Ak sa pouzivaju virusy, ktoré nie st
zadrzané HEP A-filtrami, st na odsavanie vzduchu nevyhnutné dodato¢né poziadavky.

% Len schvélené postupy, ktoré dovoluji bezpecny prenos materidlu do autokldvu mimo laboratodria a ktoré zabezpec€uji rovnocennt Grovei
ochrany.

Uroveii ochrany pre ¢innosti v bunkach pre zvierata
(podTa Prilohy €. 3 k Vyhlaske ¢. 274/2019 Z. z.)

Popis Uroveii ochrany 3
Laboratorium BSL3 - Z119
1 | Izolacia buniek pre zvierata vyzaduje sa | Laboratérium BSL3-Z119 vo ZVU BMC SAV je
izolovana skupina miestnosti - prezliekaren,
virologické laboratorium S autoklavom,

experimentalna miestnost s IVC klietkami pre
zvierata. Od ostatnych priestorov je BSL3 jednotka
oddelena uzamykatelnymi dverami opatrenymi
elektronickym  zamkom. Vstup opravnenym
zamestnancom  je  monitorovany  pomocou
kodovaného pristupu. Kéd majii prideleny len
zamestnanci BMC opravneni na vstup do BSL3.
2  Zariadenia pre zvieratd oddelené @ vyzadujesa | ano
uzamykatenymi dverami %

3  Zariadenia pre zvieratd navrhnuté | vyzadujesa | Stojany na klietky, klietky, stoly su z umyvatel'ného
tak, aby ulahcili dekontaminaciu materialu. Klietky su autoklavovatel'né.
[vodovzdorny a lahko umyvatelny
material (klietky, atd’.)]

4 | Podlaha a/alebo stropy Tlahko vyzadujesa | Podlahy, steny aj stropy v miestnostiach su
umyvatel'né (podlahaa | umyvatelné.

steny)

5  Zvieratda su drzané vo vhodnych volitelrné | Ano, v individualne ventilovanych klietkach.
zariadeniach, ako su napr. klietky,
miestnosti alebo nadoby

6 | Filtre na  izolatoroch  alebo | vyzadujesa | ano, klietky st vybavené HEPA filtrami, cela BSL3
izolovanych miestnostiach ¥ jednotka ma vzduchotechniku, v ktorej je vzduch
filtrovany cez HEPA filtre.

1) Bunka pre zvieratd: budova alebo osidlené miesto v budove, kde su zariadenia, a iné miesta, ako st napriklad prezliekarne, sprchy,
autoklavy, priestory na uskladnenie potravin atd’.

2) Zariadenie pre zvierata: zariadenia, ktoré sa normalne pouzivaji na umiestnenie chovnych, $lachtenych alebo pokusnych zvierat, alebo
zariadenia pouzivané na mensie chirurgické zakroky.

3) Izolatory: priehl'adné kabiny, kde mozno umiestnit’ zvierata mimo klietky; pre vel'ké zvierata musi zodpovedat’ velkost’ miestnosti.

8. Metody na odstranenie GMO pri ich nekontrolovanom vdniku:

Kazda udalost’, pri ktorej sa mohli GMO uvolnit’ do prostredia mimo pracovného priestoru musi byt
ohlasena vediicemu projektu a zaznamenana.

Udalost

*  pad nadoby, ktorad obsahuje GMO, pricom doslo k rozliatiu suspenzie na podlahu/stdl v pracovnom
priestore

*  GMO st ulozené v poskodenej nadobe alebo su infikované patogénom

»  pritomnost GMO v odpade ako dosledok nespravneho postupu pri inaktivacii



Postup v pripade udalosti:

Nehoda

prerusit’ pracu, kontaktovat’ veduceho projektu a zretel'ne opisat’ dant udalost’

pokusit’ sa zabranit' d’alSiemu Sireniu GMO okamzitou aplikaciou 70% etanolu, 1 — 5% roztoku
chloraminu B alebo 2% roztoku alkalického gluteraldehydu. Material, ktory bol v priamom styku s
biologickym materidlom (rukavice, utierky, pracovny odev a pod.) sa zlikviduje v spalovni.
Skleneny material sa dekontaminuje 1 — 5% roztokom chloraminu B a autoklavovanim 30 minut pri
121 °C.

GMO ulozené v poskodenej nadobe opatrne premiestnit’ (preliat, prepipetovat, prelozit) do
neposkodenej nadoby, nddobu oznacit’ a odlozit’. Poskodent nadobu dekontaminovat’ chemicky 1 —
5% roztokom chloraminu B a autoklavovanim 30 minat pri 121 °C.

Nehoda zahfiia vSetky udalosti, pri ktorych pocas manipulacie s GMO doSlo k zraneniu alebo
pravdepodobnej kontaminacii zamestnancov. VSetky nehody musia byt’ zaznamenané.

Postup pri nehode:

Okamzite oznamit’ nehodu vedicemu projektu, vediicemu oddelenia alebo predsedovi vyboru pre biologicki
bezpecnost’”:

Veduci projektu: RNDr. Ingrid Oveckova, tel.: 59302421, ¢. dveri: 260

Veduci oddelenia: RNDr. Boris Klempa, DrSc., tel.: 59302465, ¢. dveri: 257

Predseda vyboru pre bezpetnost: RNDr. Ingeborg Rezuchova, PhD., tel.: 59302439, budova VU
BMC SAV, 4p. ¢. dveri 414

v pripade poranenia (porezanie, pichnutie) nechat’ ranu krvacat’ tak dlho ako je to mozné, potom
oplachnut’ pod teclicou vodou a nasledne oplachnut’ 70% alkoholom alebo jodovou tinktirou

v pripade, Ze boli zasiahnuté oci, usta a iné, oplachnut’ ich dostatoénym mnozZstvom vody

vyhl'adat’ lekarsku pomoc

nehodu pisomne zaznamenat’

Porusenie pracovnych pravidiel

Kazdé porusenie pracovnych pravidiel musi byt zaznamenané.

Priklady porusenia pravidiel:

geneticky modifikované organizmy su uskladnené bez oznacenia

pouzitie GMO, ktoré nebolo zaevidované Vv prevadzkovom denniku

neposkytnutie udajov a neinformovanie vediuceho projektu o zamere pouzivat GMO RT2 pre ucely
Ohlasenia zacatia Cinnosti zatriedenej do rizikovej triedy 2 v uzavretom priestore

neposkytnutie udajov a neinformovanie veduceho projektu o zamere pouzivat GMO RT3 pre ucely
podania Ziadosti o vydanie stthlasu na pouZivanie v uzavretych priestoroch pre &innosti zatriedené
do rizikovej triedy 3.

Postup pri poruseni pracovnych pravidiel:

Porusenie pracovnych pravidiel zaznamenava veduaci projektu a nasledne ohlasi vedicemu oddelenia alebo
predsedovi vyboru pre biologickii bezpeénost. Voéi pracovnikovi, ktory porusil pracovné pravidla, sa
vyvodzuje zodpovednost’ a postupuje sa podl'a platného Pracovného poriadku BMC SAV.



9. Prevadzkovy dennik

Vsetky ¢innosti spojené s GMO sa zaznamenavaju do Prevadzkového dennika.

10. 09. 2020

RNDr. Ingrid Oveckova
veduci projektu, ev. ¢. 49/02/11

Prevadzkovy poriadok schvalil Vybor pre bezpe¢nost BMC SAYV dna: 24. 09. 2020.

RNDr. Ingeborg Rezuchova, PhD.
Predseda vyboru pre bezpe¢nost BMC SAV



