Metodickych pokynti k provadéni kontrol uzavieného prostoru,
kde se naklada s geneticky modifikovanymi mikroorganismy

K § 15 odst. 3 zakona ¢. 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a
genetickymi produkty

Komplexni kontrolu uzavieného prostoru, kde se naklada s geneticky modifikovanymi
mikroorganismy (GMM), je doporuc¢eno provadét 1x za 6 mésicu a dale po pfipadnych
mimoradnych udalostech nebo ziskani novych informaci o rizicich uzavifeného nakladani
s pouzivanymi GMM. (Systém a ¢etnost kontrol musi byt uvedeny v provoznim fadu
pracovisté.) Je tfeba kontrolovat:

1. Vedeni dokumentace
K § 19 pism. b) zakona ¢&. 78/2004 Sb., a § 8 vyhlasky ¢. 209/2004 Sb., o bliZzsich podminkach
nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty

Zakladnim dokumentem pro pracovisté, kde se nakladd s GMO je kopie oznameni o
nakladani s GMO s prilohami a pfislusné ev. potvrzeni o opravnénosti nakladat s GMO.
Potvrzeni se predklada kontrole z CIZP a kopie se pfiklada k podani projektd grantovym
agenturam, které to vyzaduji. Cislo jednaci MZP Oznameni se uvadi v korespondenci, je-li
tfeba dolozit opravnéni nakladat s GMO.

Prilohy Oznameni:

Hodnoceni rizika

Provozni rad

Havarijni plan

Pozadavky na uzavieny prostor (srovnavaci tabulka)

Dal$imi povinnymi dokumenty jsou:

Provozni denik

Potvrzeni o pravidelném ro¢nim skoleni zaméstnancu
Roc¢ni hlaseni o uzavifeném nakladani s GMO

Prehled: Kontrola dokumentd pro uzaviené nakladani s GMM

2. Opatreni v uzavieném prostoru
Prehled: Kontrola opatieni v mistnostech, kde probiha uzaviené nakladani s GMM

3. Pritomnost GMM
Postupy detekce pritomnosti geneticky modifikovanych mikroorganismu

Zjistovani kontaminace vzduchu

Metoda slouzi k monitorovani uniku GMM do prostoru. Tuto kontrolu se doporucuje provadét 1x
za 6 mésicl, a dale po kazdé mimofadné udélosti. Provadi se rozlozenim otevienych Petriho
misek s agarovym mediem v uzavieném prostoru. Puda v agarovych miskach ma byt svym
slozenim specificka pro testované mikroorganismy, s nimiz se pracuje, a u kterych nastala
moznost Uniku. Je vhodné pouzit medium obsahujici antibiotikum, které selektuje modifikované
mikroorganismy s pfisluSnym rezistenénim markerem (signalnim genem). Misky s agarovym




mediem se oteviené polozi do uzavieného prostoru. Po 15 minutéch se opét pfikryji a nechaji
inkubovat v termostatu pfi teploté vhodné pro rust hledanych mikroorganisma (napf. na 37 °C
nebo 30 °C) po dobu 3 dnu. V pfipadé narGstu kolonii se postupuje podle hodnoceni rizika
prislusného nakladani. Je tfeba provést dikladnou dezinfekci ploch alternativnimi
dezinfekénimi prostfedky a dezinfekci prostoru ozafovanim germicidni UV-lampou po dobu 1
hodiny, pfipadné pfes noc.

V pfipadé opakovaného narastu kolonii v prostoru, kde probihd nakladani s GMM 2. kategorie
rizika, je tfeba testovat mikrobialni izolaty vzrostlé na Petriho miskach pomoci metody PCR
s pouzitim vhodnych primert. V pfipadé pozitivni PCR je tfeba dosahnout ucinné inaktivace
detegovaného GMM.

Zjistovani kontaminace povrchu stérovou metodou

Metoda se provadi setfenim sledovaného povrchu sterilni gazou a naslednym rozetfeni stéru
na Petriho misky s vhodnym agarovym mediem (stejné jako pfi zjiStovani kontaminace
vzduchu). V pfipadé narlGstu kolonii se postupuje stejné jako pfi zjiStovani kontaminace
vzduchu.

Detekce GMO pomoci polymerasové fetézové reakce (PCR)

V krajnim pripadé, kdy nelze identifikovat pfezivajici mikroorganismy, se provadi jejich detekce
pomoci metody PCR. Amplifikované useky DNA Ize dale pfesné charakterizovat sekvenovanim
a porovnavanim se sekvenci predpokladaného modifikovaného useku v GMM.

Vzor testu pritomnosti modifikované DNA s vyuzitim PCR:
SloZeni reakéni smési a program automatického cykleru:

Slozka Objem
Extrakt testovaného vzorku I ul
10x konc. pufr pro DNA polymerasu Sul
dNTP (20mM) 1wl
Oligonukleotid 1 1 ul (50 pmol)
Oligonukleotid 2 1 ul (50 pmol)
Pfu polymerasa 1wl
voda destilovand 40 ul
Cislo cyklu Pocet cykla Teplota ( °C) Cas (s)
1 1 94 120
94 30
2 30 50 30
72 60
3 1 72 300

10 pl produktu se vizualizuje a zkouma pomoci elektroforetické analyzy. Amplifikovany tsek
DNA lze ptipadné charakterizovat sekvenovanim.

Prehledy:
Kontrola pritomnosti GMM pii nakladani 1. kategorie
Kontrola pritomnosti GMM pfi nakladani 2. Kategorie



