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6. Technické prvky uzavírající prostor:

Místnosti laboratoře jsou uzavřeny okny, která nelze otevřít zvenčí, a dveřmi, která nejsou zvenčí vybavena klikou a lze je otevřít pouze pomocí klíče. Klíče jsou vydány pouze pracovníkům proškoleným pro práci na pracovišti. Ostatním osobám je vstup povolen jen se souhlasem osoby odpovědné za provoz podle bodu 5 na dohodnutou omezenou dobu za účelem nakládání s jinými organismy, než GMO. Další klíč je uložen v uzamčené požární skříňce. Účelem uzavření prostoru je zamezit nakládání s GMO jinými osobami, než proškolenými a vyjmenovanými pod bodem 8, a dále zamezit vniknutí hmyzu a hlodavců.

7. Závazné pracovní postupy používané na pracovišti:

7.1. Uchovávání GMO
GMO používané na pracovišti jsou uchovávány v mrazicím pultu (- 20 (C) v místnosti pro kultivace v podobě glycerolových zásobních roztoků v 1,5 nabo 2 ml šroubovacích zkumavkách v řádně označeném kontejneru. Odpovědná osoba vede evidenci uložených GMO a jejich množství. GMO mohou být vyzvednuty z mrazicího pultu pouze se souhlasem odpovědné osoby za účelem provedení naplánovaného a schváleného experimentu nebo za účelem likvidace. 

7.2. Kultivace GMO
Kultivace probíhá vždy v místnosti pro kultivace. Před zahájením kultivace se pracovník přesvědčí, jestli je řádně zajištěno uzavření místnosti a jestli má připraveny všechny pomůcky a přístroje potřebné pro správný průběh kultivace a příp. likvidaci havárie (viz havarijní plán). Pro účely experimentu mohou být GMO kultivovány na pevné půdě nebo použity k naočkování tekuté půdy. Očkování probíhá vždy v kultivační skříni s využitím (1) jednorázových očkovacích kliček nebo (2) drátěných očkovacích kliček nebo (3) jednorázových špiček s filtrem ve spojení s mikropipetou nebo (4) jednorázovým plastových pipet ve spojení s pipetorem vybaveným filtrem nebo (5) skleněných pipet ve spojení s pipetorem s filtrem. Petriho misky nebo zkumavky s pevnými půdami naočkovanými GMO jsou inkubovány v inkubátorech. Zkumavky jsou řádně a pevně uzavřeny zátkami z buničité vaty nebo kovovými vršky s pérky. Erlenmeyerovy baňky nebo zkumavky s tekutými půdami očkovanými GMO jsou řádně a pevně uzavřeny zátkami z buničité vatky nebo kovovými vršky s pérky a kultivovány v temperovaných třepačkách v odpovídajících pevných úchytech. Frekvence kmitů je nastavena tak, aby nemohlo dojít k nasáknutí tekuté půdy s GMO do zátky. Pokud je z experimentálních důvodů potřebné plnit Erlenmeyerovy baňky nebo zkumavky větším množstvím půdy než 20% objemu baňky, je zátka zvenčí pevně zakryta hliníkovou fólií. Temperovaná třepačka je plněna destilovanou vodou s dostatečnou koncentrací desinfekčního prostředku. Mikrotitrační destičky s tekutými půdami očkovanými GMO jsou uzavřeny víčkem, které je zajištěno proti uvolnění lepicí páskou odolnou proti vlhkosti, a inkubovány v inkubátorech nebo na suché temperované třepačce pro mikrotitrační destičky. Růst GMO a charakter kultury je monitorován mikroskopováním vitálních preparátů, resp. monitorováním turbidity vzorku (OD při 660 nm) s použitím jednorázových kyvet na spektrofotometru. Jednorázové kyvety jsou vyprazdňovány do uzavíratelného kontejneru na tekutý biologický odpad a po vylití odkládány do uzavíratelných pevných PE pytlů na biologický odpad. Mikroskopická sklíčka jsou po použití vcelku ukládána do uzavřeného kontejneru naplněného po okraj 70% etanolem.

7.3. Zpracování vzorků obsahujících GMO

Vzorky obsahující GMO jsou zpracovány (1) fixací 70% etanolem pro účely dalšího barvení a mikroskopování, příp. flow cytometrie, nebo (2) jsou z nich izolovány buněčné komponenty, zejména DNA, resp. RNA. Fixace probíhá v místnosti pro kultivace nebo v místnosti pro molekulárně-biologické metody. Vzorky zpracované fixací 70% etanolem jsou dále považovány za neškodné, neobsahující GMO. Izolace buněčných komponent probíhá v místnosti pro molekulárně-biologické metody. K izolaci jsou používány postupy, které v prvních krocích využívají extrakce fenol-chloroformovou směsí. Vzorky, které prošly opracováním fenol-chloroformovou směsí, jsou dále považovány za neškodné, neobsahující GMO. Pokud je potřebný transport vzorků mezi místností pro kultivace a místností pro molekulárně-biologické metody, je prováděn v uzavřených nerozbitných 1,5 ml zkumavkách typu Eppendorf nebo 50 ml nerozbitných zkumavkách typu Falcon, které jsou dále uloženy v pevném, nerozbitném a řádně označeném kontejneru.

8. Seznam pracovníků, proškolených pro práci na pracovišti

RACLAVSKÝ Vladislav, MUDr., Ph.D.

KUNERT Jiří, Doc., RNDr., DrSc.

NOVOTNÝ Jiří, Mgr., Ph.D.

PAVLÍČEK Jiří

TRTKOVÁ Jitka, Ing.

PLACHÝ Radek, Mgr.

SAUER Pavel, RNDr., Ph.D.

PETRŽELOVÁ Jana, RNDr.

KONIECZNA Anna

HUSIČKOVÁ Vendula

NOVOTNÁ Jana

ŠIMEČKOVÁ Zuzana

BEDNÁŘOVÁ Zuzana

CANKAŘOVÁ Jitka

9. Výčet a množství GMO

Cryptococcus neoformans var. neoformans, kmeny IFM 49144 ΔURA5, IFM 49120 ΔURA5, H99 ΔURA5 a JEC 21 ΔURA5.
V průběhu nakládání se odhaduje příprava především tekutých kultur jednotlivých delečních kmenů o celkovém objemu přibližně 20-30 litrů při průměrné hustotě buněk 106-107/ml. Dále bude pracováno s Petriho miskami s jednotlivými rostoucími koloniemi GMO v přibližném počtu 500 misek.

10. Organizační a technologické zabezpečení

Laboratoř je součástí Ústavu biologie Lékařské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Řídí se vnitřními předpisy Univerzity Palackého a směrnicemi rektora a děkana. Ústav biologie je řízen přednostou ústavu, kterému za organizaci a kontrolu plnění všech předpisů v rámci laboratoře zodpovídá vedoucí výzkumného týmu (dále jen vedoucí).

Laboratoř je vybavena veškerou přístrojovou technikou potřebnou pro pracovní postupy v rámci prováděných výzkumných projektů v souladu s předpisy pro uzavřené nakládání s GMO první kategorie rizika. Jmenovitě je vybavena germicidními UV-lampami, inkubátory, lednicemi, mražáky (- 20 (C), očkovacími boxy, plynovými kahany, UV-VIS spektrofotometrem Spekol 221, mikroskopem, temperovanými třepačkami Julabo SW20 a SW22, laminárním boxem typu Biohazard II – EM box 180, centrifugou Beckman GC-6KR, centrifugou Hettich EBA 12R, centrifugou Spectrafuge 24D, tepelnými bloky na mikrozkumavky PMC, termocyklerem Eppendorf Mastercycler 5330, termocyklerem Robocycler, zdrojem pro elektroforézu Apelex ST606T, elektroforetickými vanami Owl a Apelex, dokumentačním systémem UltraLum s osobním počítačem. Ústav biologie je vybaven parním sterilizátorem (autoklávem).

11. Opatření pro případ havárie a požáru včetně havarijního plánu

Havarijní plán laboratoře je samostatným dokumentem (viz příloha). V případě požáru příp. jiné havárie jsou pracovníci, pokud je to časově možné a bezpečné, povinni provést  následující kroky:

· ukončit práci s GMO tak, aby bylo zabráněno rozšíření GMO v nepřítomnosti, a uzavřít prostor

· pokud hrozí únik GMO v souvislosti s havárií, shromáždit všechny nádoby s GMO a odpady kontaminované GMO, řádně je označit a přesunout je na bezpečné místo, kde budou uzavřeny

· vyrozumět bezodkladně osobu odpovědnou podle bodu 5 a dále v případě potřeby pokračovat ve vyrozumění dalších subjektů v souladu s havarijním plánem

12. Povinnosti pracovníků při práci

Pracovníci jsou oprávněni vstupovat do prostor pro práci s GMO a pracovat s nimi v těchto prostorách pouze za splnění následujících podmínek:

· Jsou řádně proškoleni pro tuto práci v souladu s plánem proškolování

· Používají svrchní ochranný oděv (plášť) a při práci jednorázové rukavice

· Experiment, který budou provádět, je schválen odpovědnou osobou podle bodu 5 tohoto provozního řádu

· Nejsou pod vlivem alkoholu, drog, halucinogenních látek nebo jakýchkoli jiných látek, které by mohly snížit jejich schopnost dodržovat všechny povinnosti při práci s GMO, příp. nepociťují stav, který by mohl tuto schopnost ovlivnit

Při práci s GMO jsou pracovníci povinni dodržovat postupy, uvedené v tomto provozním řádu. Po ukončení pracovní činnosti jsou pracovníci povinni:

· ošetřit všechny povrchy, které mohly být kontaminovány GMO, 70% etanolem

· odložit pracovní rukavice do uzavřených pytlů na infekční odpad

· zapnout nejméně na 1 hod. germicidní UV-lampy 

· důkladně si umýt ruce

Při pochybnosti o možném rozšíření GMO je povinné provedení mimořádné celkové sanitace pověřeným pracovníkem. Řádná celková sanitace pověřeným pracovníkem se provádí nejméně 1( týdně a zahrnuje:

· výměnu destilované vody s desinfekčním prostředkem v temperovaných třepačkách

· odstranění hrubých viditelných nečistot (do uzavřených pytlů na infekční odpad) 

· ošetření podlahy a všech povrchů nábytku a vybavení desinfekčním prostředkem 

· nejméně 6 hod. expozici prostor laboratoře germicidnímu UV-zření

Svrchní pracovní oděvy určené pro práci s GMO jsou používány výhradně v prostorách laboratoře, kde jsou také skladovány, a minimálně 1( týdně při řádné celkové sanitaci vyměněny za čisté. Před odesláním do centrální prádelny FN Olomouc jsou sterilizovány parou (autoklávováním).

13. Kontroly

Řádné plánované kontroly jsou prováděny vedoucím nejméně 1( měsíčně a zahrnují základní celkovou kontrolu prostoru a zařízení a dále kontrolu dodržování provozního řádu a havarijního plánu. Mimořádné kontroly jsou prováděny vedoucím příp. zodpovědnou osobou podle bodu 5, příp. jinou osobou pověřenou vedením LF UP namátkově a dále vždy při výskytu pochybností o dodržování předpisů o nakládání s GMO, jsou zaměřeny podle potřeby. Minimálně 1( za dva roky je prováděna validace biohazard boxu II. třídy.

14. Povinnosti pracovníků při údržbě zařízení

Pracovníci pověření zodpovědnou osobou podle bodu 5 tohoto provozního řádu jsou povinni zejména provádět nebo zajistit provedení těchto činností při údržbě:

· Odmrazování ledniček a mrazáků, aby byla zajištěna jejich účinnost

· Čistění trysek plynových kahanů od nánosů aby byla zajištěna jejich účinnost a bezpečnost

· Mazání mechanických části třepacích lázní, aby byl zajištěn plynulý chod

15. Zásady hygieny a bezpečnosti práce

Pracovníci jsou při práci v uzavřených prostorách povinni dodržovat zásady osobní hygieny se zřetelem k prevenci šíření GMO a prevenci profesionální infekce. Zejména jsou povinni:

· Používat rukavice a svrchní ochranný oděv (plášť)

· Dodržovat závazné pracovní postupy podle bodu 7

· Nádoby obsahující GMO otevírat pouze v očkovacích skříních nebo v biohazard boxu, v případě nutnosti otevření mimo tyto prostory je to možné pouze v místnosti pro kultivace 

· Po ukončení práce si přímo v laboratoři důkladně umýt ruce s použitím mýdla

· V případě potřísnění pokožky (i podezření) tuto bezodkladně osušit buničitou vatou, ošetřit postříkáním aerosolem nebo otřením 70% etanolem, nechat působit min. cca 3 min (příp. opakovat), pak důkladně umýt mýdlem

· V případě vniknutí do očí důkladně vypláchnout proudem vodovodní vody (min. 10 min.) při odklopených očních víčkách a vyhledat lékařské ošetření. Před vypláchnutím vyjmout případné kontaktní čočky.

· V případě vniknutí do nosu vysušit tamponem z buničité vaty a vyhledat lékařské ošetření.

· V případě vniknutí do úst nebo polknutí vypláchnout důkladně nejméně 3× ústa vodovodní vodou a vyhledat lékařské ošetření. Nevyvolávat zvracení.

· Při podezření na slabé potřísnění ochranného pláště GMO jsou povinni tento tentýž den bezodkladně po ukončení práce odložit do nádoby  pro shromažďování ochranných oděvů pro parní sterilizaci. Při výrazném potřísnění ihned.

Pracovníci jsou dále povinni dbát obecných pravidel bezpečnosti práce, zejména neponechávat plamen plynového kahanu bez dozoru, pokud nebude používán kratší dobu, tak převádět na svítivý plamen. Pokud nebude používán delší dobu, tak bezodkladně uzavírat přívod plynu. Dbát na bezpečnou manipulaci s hořlavinami a elektrickými přístroji. Centrální uzávěr plynu se nachází pro místnost pro kultivaci před vchodem na Ústav biologie přímo nad vstupními dveřmi, pro místnost pro molekulárně-biologické metody se nachází rovněž před vchodem do Ústavu biologie vlevo od vstupních dveří, v případě pochybností o funkčnost nebo příslušnosti uzávěrů je nutno uzavřít i hlavní uzávěr na větvi potrubí předcházející uvedeným uzávěrům, rovněž vlevo před vstupem na Ústav biologie. Uzávěry jsou přístupné pouze z přenosných schůdků, které jsou umístěny na chodbě Ústavu biologie. Hasicí přístroj pro kultivační místnost se nachází na chodbě vpravo od vstupu do kultivační místnosti, hasicí přístroj pro místnost pro molekulárně-biologické metody se nachází na protější straně chodby proti vstupu do místnosti pro molekulárně-biologické metody. Hlavní vypínač přívodu elektrické energie má tvar červeného vystouplého tlačítka, označeného TOTAL STOP, a je umístěn vpravo od elektrické rozvodné skříně na chodbě ústavu mezi vstupem do místnosti pro molekulárně-biologické metody a vstupem do chemické laboratoře (místnost č. 58). Hlavní uzávěr přívodu vody je umístěn v místnosti č. 46 vlevo od vstupu do ústavu v předsíni sociálního zařízení vlevo za umělohmotnými dvířky v obkladu. Hydrant je umístěn vpravo před vstupem do ústavu. Umístění popisovaných prvků ja zachyceno též v příloze Havarijního plánu.

16. Způsob nakládání s odpady a kontrol účinnosti zneškodnění GMO

S odpady, u kterých je podezření nebo jistota kontaminace GMO, je nakládáno takto:

· Pevné odpady, které je možno likvidovat ve spalovně FN (např. spotřební plasty), jsou shromažďovány v pevných PE pytlích, které jsou pevně uzavřeny a předány k likvidaci jako biologický odpad.

· Pevné odpady, které není možné likvidovat ve spalovně FN (méně často vznikající, např. střepy, kovové součásti), jsou ukládány do kovových kontejnerů, ve kterých jsou sterilizovány v parním autoklávu.

· Tekuté odpady v nádobách jsou buď smíseny s odpovídajícím množstvím dezinfekčního prostředku (např. Savo), nebo, pokud to není možné, jsou uzavřené shromažďovány v kovovém kontejneru a sterilizovány parním sterilizátorem.

Účinnost zneškodnění GMO je kontrolována čtvrtletně namátkově u 10 vzorků vyočkováním na selektivní Sabouraudův glukózový agar s přídavkem gentamycinu, který tlumí růst bakterií a zvyšuje citlivost záchytu houbových organismů včetně kvasinek. Pokud je detekován růst kvasinek, je pomocí PCR s využitím primerů pro konkrétní používané deleční kazety ověřeno, zda jde o některý z používaných GMO. Pokud je výsledek pozitivní, je provedena technická kontrola funkčnosti autoklávu, resp. desinfekčních prostředků. Současně je zastavena likvidace živých GMO, které jsou uchovávány v místnosti pro kultivace do nápravy funkčnosti systému zneškodnění GMO. 

17. Pracovní pomůcky a prostředky osobní ochrany

Pracovníci používají vždy při práci s GMO k osobní ochraně jednorázové rukavice (latexové nebo nitrilové) a svrchní ochranný oděv (plášť). Používané pracovní pomůcky odpovídají závazným pracovním postupům a jejich použití je popsáno v bodě 6 (mikropipety, pipety apod.)

18. Zakázané činnosti na pracovišti

Na pracovišti je zejména zakázáno jíst, pít a kouřit v prostorách laboratoře, manipulovat s GMO v rozbitných nádobách v prostoru nad výlevkami, vpouštět do místností laboratoře návštěvy bez souhlasu osoby odpovědné podle bodu 5 tohoto provozního řádu, vpouštět do prostor laboratoře zvířata, pěstovat v nich rostliny a provádět jakékoli další činnosti, u kterých lze předpokládat riziko rozšíření GMO mimo určený prostor manipulace.

19. Zásady evidence

Evidence o provozu zařízení je vedena v následujících knihách takto:

· Provozní kniha

V provozní knize jsou pracovníci povinni zaznamenávat chronologicky jednotlivé experimenty s GMO s uvedením následujících údajů: data nakládání, osoba(-y) provádějící nakládání, označení experimentu, stručná charakteristika a popis experimentu, podpis vedoucího, odkaz na podrobnější záznam experimentu v laboratorní dokumentaci pracovníka, který experiment provádí, případně údaje o jakýchkoli mimořádných událostech v průběhu experimentu a o jejich řešení s podpisem vedoucího příp. odpovědné osoby podle bodu 5.

· Sanitační kniha

V sanitační knize je osoba pověřená sanitací povinna zaznamenávat chronologicky jednotlivé provedené sanitace s uvedením následující údajů – datum sanitace, způsob a rozsah provedení sanitace (použitý desinfekční prostředek, doba působení germicidních lamp), v případě mimořádné sanitace jméno a podpis pracovníka, který o sanitaci rozhodl, důvod provedení této sanitace a podpis vedoucího.

· Kniha kontrol zabezpečovacích prvků

V knize kontrol zabezpečovacích prvků je vedoucí povinen zaznamenávat datum a výsledek namátkových a pravidelných čtvrtletních kontrol funkčnosti a používání zabezpečovacích prvků, každý zápis je doplněn podpisem vedoucího.

20. Opatření k zabránění vstupu nepovolaných osob

Místnosti, ve kterých se nakládá s GMO, jsou na vnější straně dveří opatřeny nápisem „Vstup povolen jen proškoleným pracovníkům“ a piktogramem. Dveře místností nejsou z vnější strany vybaveny klikou, lze je otevřít pouze pomocí klíče. Kopie klíčů jsou vydávány proti podpisu pouze proškoleným pracovníkům, kteří jsou povinni dbát na řádné uzavření prostor, nesmějí pořizovat další kopie klíčů, při ztrátě nebo zcizení klíče jsou povinni tuto událost bezodkladně oznámit vedoucímu a osobě odpovědné podle bodu 5 a jsou dále povinni odevzdat svoji kopii klíče v případě ukončení pracovně-právního vztahu osobě odpovědné podle bodu 5. Ostatním osobám je vstup povolen jen se souhlasem osoby odpovědné za provoz podle bodu 5, a to na dohodnutou omezenou dobu za účelem nakládání s jinými organismy, než GMO. Další klíč je uložen v uzamčené požární skříňce.

21. Časová platnost tohoto provozního řádu

Tento provozní řád platí do odvolání nebo nahrazení novým provozním řádem.

Prof. RNDr. Karel LENHART, DrSc.
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