HAVARIJNY PLAN
pre ¢innosti s GMO zatriedenych do rizikovej triedy 2:

bod 1
a) identifika¢né udaje o pouzivatelovi:

Biomedicinske centrum SAV
ICO: 50073869

Dubravska cesta 9

845 05 Bratislava

Statutarny orgén: prof. RNDr. Silvia Pastorekova, DrSc.
riaditel’ka BMC SAV
e-mail: riaditel.bmc@savba.sk

b) identifikaéné udaje o vyskumnom, vyvojovom alebo vyrobnom zariadeni pouzivatela
(d’alej len ,,zariadenie*), v ktorom sa nachadzaju uzavreté priestory:

Ustav experimentalnej onkologie
Biomedicinske centrum SAV
Dubravska cesta 9

845 05 Bratislava

c) identifika¢né udaje o organoch a osobach uréenych na odstrafiovanie nasledkov havarie, na
zabezpecenie zdravotne] starostlivosti pre osoby postihnuté havériou, na dezinfekciu

a podobne:

Hlasenie v ramci organizacie

Zamestnanec, ktory zisti inik GMO alebo ma podozrenie, Ze doslo k ich uniku, ohlasi tiato
skutocnost’ osobne alebo telefonicky svojmu nadriadenému alebo jeho zastupcovi a
nasledne podPa zavaZnosti d’alSim vedicim zamestnancom uvedenym v tabulke.
Menovani sa urychlene dostavia na miesto havarie.

Funkcia (pracovisko) Meno Telefon Pozn.

Riaditel’ distavu prof. RNDr. Silvia Pastorekovd, | 5559359404 |Podl2
DrSc. z&vaznosti

Bezpecnostny technik Ing. Csaba Kosa, PhD. 02/32295 016

Zodpovedny za pracu RNDr. Ingeborg Rezuchova, PhD.; | 02/59302460

S GMO (veduci projektu) |RNDr. Zuzana Kozovska, PhD. 02/32295 138

Zodpovedny za BOZP 1o\ 541 K o3ovsky, CSe. 02/59302435

S biologickymi faktormi

Riadiaci prace s

nebezpeénymi chemickymi | Ing. Csaba Kosa, PhD. 02/32295 016

faktormi




Hlasenie mimo organizacie

Veduci zamestnanec riadiaci prace s nebezpeénymi chemickymi faktormi a veduci
zamestnanec pre prislusné pracovisko ohldsia podl'a zavaznosti havariu zachrannym sluzbam,

organom zivotného prostredia a civilnej ochrany.

Zachranné sluzby, organy verejn. zdravotnictva

Telefon

Pozn.

Zachranna zdravotna sluzba

155, 16 155, 112

MUDr. D. GajdoSova, lekar v areali SAV, Dubr. cesta 9,

02 / 5477 2559
Ba
Regionalny tirad verejného zdravotnictva Bratislava / 02 /4333 8286,
www.ruvzba.sk 0917 426 111
Urad verejného zdravotnictva SR / www.uvzsr.sk 02 /4928 4111

Narodné Toxikologické Informac¢né Centrum /
www.ntic.sk

02 / 5477 4166, 5465
2307 // 0911 166 066

Sprava ucelovych zariadeni SAV, Dubravska cesta 9, 02 /5477 2148
Bratislava 02 /5920 0802
Hasi¢sky a zachranny zbor 150, 112
Policia 158, 112
Odbor CO a krizového riadenia Obvodného tradu Ba 02 /5931 2111

Obvodny trad Zivotného prostredia Ba - Gstrediia

02 /6030 1706

d) plan zariadenia s vyzna¢enim miest vyznamnych pre obmedzenie nasledkov havérie:

laboratorium €. 4.16/4.15 v budove PLV, 3. posch. Blok A, UEO BMC SAV, reg. ¢.: 5470916

laboratérium ¢. 4.29 v budove PLV, 3. posch. Blok A, UEO BMC SAV, reg.
laboratérium ¢. 4.30 v budove PLV, 3. posch. Blok A, UEO BMC SAV, reg.
laboratérium ¢. 4.36 v budove PLV, 3. posch. Blok A, UEO BMC SAV, reg.
laboratérium ¢&. 5.14 v budove PLV, 4. posch. Blok A, UEO BMC SAYV, reg.

¢
¢
¢
¢

.. 548 0916
.. 549 0916
.. 550 0916
.. 551 0916

(evidencné cislo je pridelené MZP SR na zdklade Ziadosti na prvé pouZitie uzavretych priestorov)
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e) tdaje o mnozstve a druhu geneticky modifikovanych organizmov, ktoré by mohli uniknut’
pri havarii alebo sa neoakavane rozsirit’ do prostredia:

e  Vyuzivané¢ rekombinantné lentivirusy (odvodené od Moloney mysacieho
leukemického virusu) obsahujice vo svojom gendme Studované gény (vid’ nizsie) sluzia ako
vektor pre prenos tychto génov prostrednictvom transdukcie do T'udskych nadorovych
buniek.

Pouzivané mnozstvo: max. 3-5 CFU na experiment

e  Vysledné GMO su l'udské nadorové bunkové linie melanomu exprimujuce Studované
gény: zeleny fluorescencny protein eGFP sluziaci na vizualizaciu buniek pomocou
fluorescencie a T'udsky gén pre faktor nadorovej nekréozy hTNFa sliziaci na vyskum
samovrazednej terapie nadorov.

Pouzivané mnozstvo: jednorazovo max. 5x10° GMO buniek na experiment

V laboratoriach registr. ¢.: 547 0916 (lab. ¢. 4.15/4.16), 548 0916 (lab. ¢. 4.29), 549 0916
(lab. ¢. 4.30), 550 0916 (lab. ¢. 4.36) a 551 0916 (lab. ¢. 5.14) bude uskuto¢nena
transdukcia/infekcia nadorovych bunkovych linii melanomu (A375, A375 rel251 a SK-
MEL-28) rekombinantnymi lentivirusmi (mnozstvo: 3-6 CFU) obsahujucimi Studované gény
(uvedené vyssie). Vektor je po transdukcii vo vyslednom GMO trvalo imobilizovany
a nesiritelny. Ziaden z génov, ktoré tvoria zlozky vektora nenadobudne vo vyslednom
GMO virulentny, infekény, inak patogénny, alebo toxikogénny charakter.

Prezitie vysledného GMO pri tniku do prostredia nie je vzhladom na ich ndro¢né
podmienky kultivicie mozné. Za danych podmienok nepredstavuje ziadna z uvedenych
skutoc€nosti riziko pre cloveka a pre Zivotné prostredie.

f) opis ochrannych opatreni na zabranenie vzniku havarie:

i. Uzavreté priestory, laboratoria vyhradené pre pracu s GMO, predstavuju dostato¢nu
bariéru pri praci s GMO, ktoré nemaju nepriaznivé uc¢inky na zdravie ¢loveka a Zivotné
prostredie. Vo vyhradenych priestoroch je redukovany pohyb o0s6b a vyhradené
priestory su oznacené. Uzavreté priestory st zaradené do rizikovej triedy 2, prislusny
prevadzkovy poriadok v zariadeni zodpoveda bezpecnostnym parametrom rizikovej
triedy 2.

ii. 'V uzavretych priestoroch sa vyuzivaji genetické technologie, pri ktorych by nemalo
dojst’ k nezelanému uniku, doélezity v tomto smere je spOsob likvidicie GMO a
zabezpeCenie dezinfekcie odpadu, ktory pri praci s GMO vznikne. Prevadzkovy
poriadok tento krok riesi tak, aby sa do bezného odpadu, ani kanalizicie nedostali
ziadne GMO. Hlavnou zasadou je dosledna dezinfekcia odpadu autoklavovanim,
pripadne chemickymi dezinfekénymi prostriedkami, ktoré¢ st povinnou vybavou
kazdého laboratoria.

Popis Uroveii ochrany Ohlasovatel/Ziadatel
2 Biomedicinske centrum SAV
1 | Laboratérne miestnosti - nevyzaduje sa | Izolacia laboratodrii od ostatnych ¢asti budovy,
izolacia kontrolovany vstup

2 | Laboratorium hermeticky nevyzaduje sa | Nie
uzatvorite'né na
dezinfekciu plynom




Vybavenie (zariadenie laboratoria)

3 | Lahko umyvatel'né vyzaduje sa
povrchy odolné vode, (pracovné
kyselinam, zasadam, stoly)
rozpustadlam,
dezinfekénym latkam a
dekontaminacnym
¢inidldm

4 | Vchod do laboratoria cez
dekontamina¢nt
miestnost’ 2

5 | Nizsi tlak imerny tlaku
okolitého prostredia

6 | Odsavany a vhanany
vzduch do laboratoria by
mal byt HEPA-filtrovany

7 | Digestor

8 | Autoklav

Systém prace

9 |Zakaz vstupu

10 | Oznacenie bio nebezpecia

na dverach

11 | Zvlastne opatrenie na vyzaduje sa

kontrolu aerosolu v ovzdusi jminimalizovat’

nevyzaduje sa

nevyzaduje sa
nevyzaduje sa
voliteI'né
v budove

vyzaduje sa
vyzaduje sa

13 | Sprcha nevyzaduje sa
14 | Ochranny odev vhodny

ochranny odev
15 | Rukavice voliteIné

16 | U¢inna kontrola vektorov
(napr. hlodavcov a hmyzu)

Odpad

17 | Inaktivacia geneticky
modifikovanych
mikroorganizmov
v odpadovych vodach,
z umyvadiel na umyvanie
ruk, sprch a v podobnych
odpadovych vodach

18 | Inaktivacia geneticky
modifikovanych
mikroorganizmov
v kontaminovanom
materiali a v odpade

Iné opatrenia

19 Laboratérium musi mat’
svoje vlastné vybavenie

20 Laboratérium musi mat’
pozorovacie okienko alebo
alternativne zariadenie tak,
aby mohli byt’ pritomni
Vv laboratoriu videni

vyzaduje sa

nevyzaduje sa

vyZzaduje sa

nevyzaduje sa

voliteI'né

Lahko umyvatel'né povrchy odolné
vode, kyselinam, zasadam,
rozpustadlam, dezinfekénym latkam
a dekontamina¢nym ¢inidlam

nie

nie

nie

laminarny box
v priestoroch oddelenia

Oznacenie zakazu vstupu nepovolanym osobam
Oznacenie bio nebezpecia na dverach

Minimalizuje sa tvorba aerosélu

nie
Pracovny plast’, prezuvky, rukavice
ochranné rukavice

Pevne uzatvorené okna a lepiace pasce na
hlodavce.

nie

Chemicka dekontaminécia nepotrebnych GM
buniek v chloramine. Po inaktivacii je odpad
autoklavovany a definitivne likvidovany

Vv zdravotnickej spalovni.

nie

nie




o.) opis havarie, ktord moze vzniknat’ v priestoroch kde sa pouzivaju genetické technoldgie

e Kontaminacia pracovného priestoru — laminarneho boxu geneticky modifikovanymi
bunkami pri rozbiti alebo vyliati skimavky.

e Kontaminacia pracovného priestoru — laminarneho boxu geneticky modifikovanymi
mikroorganizmami — rekombinantnymi virusmi.

Postup v pripade udalosti:
d’alsie Sirenie geneticky modifikovanych organizmov sa okamzite eliminuje aplikaciou
70% etanolu, 1 — 5% roztoku chloraminu B alebo 2% roztoku alkalického
gluteraldehydu. Laminarny box sa uvedie do rezimu dezinfekcie - zapne sa UV svetlo.

- material, ktory bol v priamom styku s biologickym materidlom (rukavice, utierky,
pracovny odev a pod.) sa dekontaminuje 1 — 5% roztokom chloraminu B a zlikviduje
v spalovni. Skleneny material sa dekontaminuje 1 — 5% roztokom chloraminu B
a nasledne autoklavuje.

- prerusit’ pracu, kontaktovat’ vediceho projektu a zretel'ne opisat’ dant udalost’.

- zaznamenat' vSetky technické zlyhania pocas prace s geneticky modifikovanymi
organizmami.

2. Scenare reprezentativnych druhov havarii

a) plany na ochranu Pudského zdravia a Zivotného prostredia

Zamestnanci su povinni dodrziavat’ ochranné opatrenia, zdsady spravnej mikrobiologickej
praxe vyplyvajuce z platnej legislativy na useku GMO, prevadzkovy poriadok laboratoria,
zasady bezpecnosti prace a protipoziarnej ochrany v infekénom prostredi. Pravidelne sa
zucastiiuju Skoleni vedtcich projektov, bezpecnosti a ochrany zdravia pri praci a poZiarnej
ochrany. V zmysle terminov stanovenych zakonom sa zGCastiuji pravidelnych
preventivnych  lekarskych  prehliadok.  Pravidelné  vykonavanie  preventivnych
dekontaminacii pracovnych priestorov (lamindrne boxy) dezinfekénymi roztokmi a UV
svetlom a cCistenie laboratornych stolov dezinfekénymi roztokmi. Oknad st mechanicky
zabezpecené pred otvorenim. Odpadom st kultivaéné média. Média a odpady z pracovnych
priestorov su inaktivované autoklavovanim priamo v zariadeni.

Pri manipulécii s organizmami a mikroorganizmami, zmenenymi vnesenim génov: eGFP
alebo ATNFa nehrozi Ziadne nebezpecenstvo pracovnikom, ani Zivotnému prostrediu.

b) metody na izolaciu oblasti postihnutych rozsirenim

Manipulacia s GMO a genetickymi technologiami sa bude vykonavat v uzavretych
priestoroch, ktoré s izolované od ostatnych priestorov. Pravdepodobnost Uniku do
okolit¢ho Zzivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimalna. Ak by takato situdcia
nastala, prezitie GMO a ich rast mimo laboratornych podmienok je nepravdepodobny.

V uzavretych priestoroch je potrebné sa presvedcCit, ¢i sa kontaminant nesSiri cez uzavreti
oblast’, d’alej postupovat’ podl'a bodu 2 pism. c).

¢) metddy na dekontaminaciu postihnutych osob a miestnosti

Odportcany postup pri nezelanom uniku je doslednd dezinfekcia. Ako dezinfekciu mozno
pouzit’ 70% alkohol, ktory je v laboratoridch pripraveny aj na tento ucel, a je vhodny aj na
povrchovl dezinfekciu o0s6b. Na dezinfekciu uzavretého priestoru mozno pouZit' aj iny
dezinfekény prostriedok (5% SAVO — 1 hod., 3% roztok chloraminu B — 30min, alebo 1%
ajatin — 30 min), pripadne zdroj UV Ziarenia.



Vsetky pouzité nddoby aj néstroje pouzité na dekontaminaciu je potrebné klasifikovat’ ako
kontaminovany odpad a nasledne dezinfikovat’ tiez pomocou chemickych dezinfekénych
prostriedkov alebo autoklavovanim.

Priklady metod na dekontaminaciu v RT2 st uvedené v nasledovnej tabul’ke:

Uroven ochrany: 2

Nézov bariéry: skleneny material

T/30 minat (70%-ny etanol/30 minut).
Rovnako bude inaktivovany aj ostatny
material, ktory priSiel do kontaktu s GMO.
Dezinfekénym roztokom dokladne
umyjeme miesto, ktoré bolo postihnuté ako
aj naradie pouzité pri odstranovani odpadu.
Nédobu s inaktivovanym materialom
(vratane inaktivovaného ostatného
materidlu) a  naradie  pouzit¢  pri
odstranovani sterilizujeme autoklavovanim.
Dbame na zvySenu opatrnost’ pri praci so
sklom.

V pripade poranenia (porezanie, pichnutie)
nechame ranu krvécat’ tak dlho ako je to
mozné, potom opldchneme pod teclicou
vodou a nasledne oplachneme so 70%
alkoholom alebo jédovou tinktarou.

V pripade, Ze boli zasiahnuté oci, Usta a iné,
oplachneme ich vac¢Sim mnoZstvom vody.
Vyhl'addme lekarsku pomoc.

Uraz zapi§eme do knihy Grazov.

¢. | Mozné tniky | Inaktiva¢né opatrenia Preventivne
opatrenia
1. [ Rozbita Po nasadeni gumenych rukavic a | Pohotovostna zasoba
sklenena ochrannych okuliarov opatrne pozbierame | dezinfekéného
nadoba v rozliaty obsah aj s rozbitym sklom do | ¢inidla a
pracovnom nadoby, kde bude zachyteny material | prostriedkov na
priestore. inaktivovany 2 % roztokom Chloraminu | odstranenie uniku v

laboratériu a v
kultiva¢nej
miestnosti.
Pravidelna kontrola a
udrzba upeviovacich
mechanizmov
kultivaénych
zariadeni. Dokladny
vyber dodavatela
dostato¢ne pevnych
kultiva¢nych nadob.
Poucenie
pracovnikov o
bezpecnej eliminacii
uniku.

Nazov bariéry: poskodenie nddob s mikroorganizmami

2.

Unik
mikroorganiz
mov do
pracovného
prostredia.

Postrek priestorov doporu¢enymi
dezinfekénymi aerosdlovymi prostriedkami
(Sanosil, Persteril). Priestor uzavriet’ na
pozadovanu dobu podla druhu
dezinfek&ného prostriedku. Dokladna
hygienicka ocista 'udi s odporuc¢enim
pouzitia dezinfekénych saponatov. Dalsi
postup ako v bode ¢.1.

Najmenej 1 — krat
rocne postrek
priestorov
aerosolovymi
dezinfekénymi
prostriedkami.
Zvysena pozornost’
pri praci s
mikroorganizmy
obsahujucim
materialom.
Sterilizacia
laboratorii pouzitim




germicidneho Ziarica
mimo pracovnej
doby minimalne 1
krat tyzdenne.
Pravidelna
sterilizacia vzduchu
Vv laboratoriu

poumyvat’ postihnuté okolie.

pouzitim
vysokonapétového
filtraéného
zariadenia.
Nazov bariéry: plastovy material
3. | Prasknuty V gumenych rukaviciach vlozit’ plastovy Dokladna kontrola
plastovy material do nadoby, kde bude inaktivovany | plastov pred ich
material (na 2 % roztokom Chloraminu T /30 minat pouzitim. Nalezita
jednorazové a nasledne sterilizovany autokldvovanim. pozornost’ venovat’
pouzitie) Dezinfekénym roztokom dokladne vyberu vhodnosti

druhu plastov pre
ucel pouzitia.
Nepouzivat’ plasty
po zaruc¢nej dobe.

Nézov bariéry: vniknutie vektorov

4.

vniknutie
hlodavcov,
hmyzu,
¢lankonozcov

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

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

d) metody a postupy na kontrolu geneticky modifikovanych organizmov pre pripad

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

e Odobrat’ vzorku kontaminovaného biologického materialu
izolovat DNA

[ ]
e pomocou Specifickych primerov detegovat’ prislusné sekvencie PCR metdédou
[ ]

Vv pripade potvrdenia pritomnosti DNA sekvencii v danom organizme pristupime

k likvidacii biologického materialu :

- geneticky modifikované organizmy uréené na likvidaciu su inaktivované na mieste

Vv laboratdriu vhodnym dezinfekénym roztokom roztoku (Chloramin T 2% /30 mindt,
Etanol 70%/30 minut, Savo 5%/1 hodina), nasledne sa sustred’uju v nadobach na to
ur¢enych. Sterilizdcia biologického odpadu sa bude uskuto¢niovat’ autoklavovanim pri

teplote 121 °C pocas 30 minut.
Inaktivovany material a biologicky odpad moze opustit’ budovu ako bezny odpad.




e) opis moznych nasledkov havarie a jej bezprostrednych konkrétnych vonkajSich
ucinkov na zamestnancov pouZzivatel’a, ako aj na obyvatel’stvo a Zivotné prostredie,
Rekombinantné lentivirusy obsahujuce gény eGFP alebo ATNFa, si odvodené od Moloney
mySacicho leukemického virusu a sltizia ako vektor pre stabilna transdukciu bunkovych linii.
Rekombinantné lentivirusy s v§ak geneticky upravené tak, ze su replikaéno-nekompetentné

a nie su schopné tvorby novych virusovych castic.

Vzhladom k tomu, ze po transdukcii I'udskych nadorovych buniek lentivirusmi obsahujicimi
Studované gény ostava v jadre buniek pritomny fragment lentivirusu, predstavuju tieto bunky
potencidlne nebezpecenstvo pre ¢loveka, zvlast pri vdychnuti, poziti a priamej injektazi. Preto
sa pri praci s tymto GMO dodrziavaju prisne bezpecnostné opatrenia kategorie BSL2.

Sirenie GMO mimo $pecifickych podmienok je viak mozné oznaéit’ za nepravdepodobné.
Pravdepodobnost’ tuniku do okolitého zivotného prostredia mimo zariadenia je minimalna. Ak
by takato situdcia nastala, ich prezitie arast mimo laboratérnych podmienok je
nepravdepodobny.

f) metédy na zneSkodnenie alebo saniciu najmi rastlin, zvierat, pody, ktoré boli
vystavené posobeniu geneticky modifikovanych organizmov po¢as havarie a po havarii,
GMO nema Sancu prezit mimo Specifickych podmienok sterilného boxu a Specialnych
kultiva¢nych roztokov.

Stavebno-technické usporiadanie laboratérii a v nich zavedeny systém bezpeénostnych
opatreni nedovol'uju, aby GMO prisli do kontaktu s rastlinami, zvieratami a pédou, ani
pocas pripadnej havarie.

g) opis odporicaného spravania zamestnancov v zariadeni a obyvatel’stva v blizkosti
zariadenia, v ktorom sa pouZivaji génové metédy a génové techniky, pri styku s
geneticky modifikovanymi organizmami, ktoré unikli pocas havarie:

- Ak nastala havaria treba okamzite informovat’ podl'a bodu 1 pismena c) havarijné¢ho planu.

- Bezodkladne upovedomit’ ohrozené osoby.

- Vykonat’ opatrenia zamerané na likvidaciu uniknutého GMO /scenare reprezentativnych
druhov havarii/.

- V pripade poranenia (porezanie, pichnutie) nechat’ ranu krvécat’ tak dlho ako je to mozné,
potom oplachnut’ pod te¢iicou vodou a nasledne oplachnut’ so 70% alkoholom alebo jodovou
tinktirou. Pokial’ boli zasiahnuté oci, usta a ind Cast’ tela, oplachnut’ ich va¢§im mnozstvom
vody.

- Vyhl'adat’ lekarsku pomoc.

- Ak havaria moéze mat cezhranicné vplyvy, informovat okrem ministerstva aj organy
ohrozenych Statov.

- Podat’ ohlésenie ministerstvu.

- Havariu pisomne zaznamenat'.

- Veduci projektu vykond opatrenia, aby sa udalost’ neopakovala.

- Poskytnut’ informacie o vykonanych opatreniach verejnosti vhodnou formou zverejnenia.

Priklad 1:

Postup v pripade kontaminacie priestoru s geneticky modifikovanymi bunkami alebo virusmi

- ak je to mozné, odstranit’ vSetky prekazky z kontaminovanej oblasti

- ak je to mozné, ¢akat’ 15 min, aby doSlo k usadeniu aerosolov

- nedotykat’ sa ostrych predmetov

- presvedcit’ sa, ¢i sa kontaminant nesiri cez uzavretl oblast’, ktora sa vytvorila dezinfekénou
latkou, dezinfikovat’ celu oblast’



- zakryt’ kontaminovany material alebo povrch s papierovou vatou alebo filtracnym papierom,
ktory bol namoceny v 70% alkohole

- po 10 minutach filtracny papier odstranit’ a umiestnit’ medzi biologicky odpad

- opdt’ prikryt kontaminovany material filtracnym papierom, aby nasal tekutinu

- opakovat’ tento postup pokial nie je tekutina dokonale absorbovana

- vycistit’ postihnutt oblast’ opét’ s 70% alkoholom

- vycistit' vSetok material a povrch najprv s vodou a mydlom, a potom s dezinfekénym
roztokom (70% alkohol)

- vSetko kontaminované oblecenie dezinfikovat’ alebo autoklavovat

- kontaminovanu pokozku umyt mydlom a dezinfikovat’ 70% alkoholom



