Toto rozhodnuti nabylo pravni moci dne Etvrtek 29. srpna 2024. Dolozku vyznadil/a Ing. Alexandra Skopcova dne utery 3. zafi 2024.

Ministerstvo Zivotniho prostredi

/l
Praha dne 12. srpna 2024
C. j.: MZP/2024/750/2943
Sp. zn.: ZN/MZP/2024/750/160

ROZHODNUTI

Ministerstvo zivotniho prostfedi jako spravni Ufad pfislusny podle § 5 zakona
¢. 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi
produkty, ve zn&ni pozdé&jsich predpisd, (dale jen ,zdkon“) a § 10 zakona
¢. 500/2004 Sb., spravni rad, ve znéni pozdé&jsich predpisd,

rozhodlo

podle § 5 odst. 9 zakona ve véci zadosti Univerzity obrany, Vojenské |ékarské fakulty,
se sidlem Trebedskd 1575, 500 01 Hradec Kralové, IC: 601 62 694, tykajici
se uzavieného nakladani ve treti kategorii rizika s geneticky modifikovanymi kmeny
bakterie Francisella tularensis subsp. tularensis na pracovisti Katedry molekularni
patologie a biologie Vojenské lékarské fakulty, Trebesska 1575, 500 01 Hradec Kralové
(Vase C.j. MO 416047/2024-2994 HK), takto:

Univerzité obrany, Vojenské Iékarské fakulté

se sidlem Trebesska 1575, 500 01 Hradec Kralové

se udéluje povoleni
k uzavienému nakladani s geneticky modifikovanymi organismy

ve III. kategorii rizika

Nalezitosti povoleni podle § 18 odst. 6 zakona:

Opravnéna osoba

Univerzita obrany, Vojenska |ékarska fakulta, Trebesska 1575, 500 01 Hradec Kralové,
I1C: 601 62 694

Elektronicky podpis

Alexandra Skopcova
Ministerstvo Zivotniho prostredi
12.08.2024 15:17
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Specifikace geneticky modifikovaného organismu

Geneticky modifikované bakterie Francisella tularensis subsp. tularensis kmen Schu je
biologickym cCinitelem kategorie rizika 3. Tento kmen gramnegativni, fakultativné
intraceluldrni bakterie Francisella tularensis subspecies tularensis, kmen Schu, pochazi
ze Sbirky zoopatogennich mikroorganismt Vyzkumného Ustavu veterinarniho lékafstvi,
Brno, Cislo kmene CAPM5600, izolovano z cClovéka, Ohio, USA. Pripraveny budou jednak
kmeny s deletovanymi geny pro proteiny vybranymi na zakladé predchozich analyz
a kmeny se zpétné vlozenymi geny (komplementované) metodou in trans a pfislusSnymi
komplementovanymi mutantnimi kmeny pfipravenymi metodou in trans.

Seznam GMO 3. kategorie rizika:

tularensis Schu AFTT RS08150

tularensis Schu AFTT1766

tularensis Schu AFTT0912c

tularensis Schu AFTT0463

tularensis Schu AFTT1171c

tularensis Schu AFTT0469

tularensis Schu AFTT0169

tularensis Schu AFTT1296

tularensis Schu AFTT0683c¢

tularensis Schu AFTT RS08150 (pKK289Km::FTT RS08150)
tularensis Schu AFTT1766 (pKK289Km::FTT1766)
tularensis Schu AFTT0912c (pKK289Km::FTT0912c)
tularensis Schu AFTT0463 (pKK289Km::FTT0463)
tularensis Schu AFTT1171c (pKK289Km::FTT1171c)
tularensis Schu AFTT0469 (pKK289Km::FTT0469)
tularensis Schu AFTT0169 (pKK289Km::FTT0169)
tularensis Schu AFTT1296 (pKK289Km::FTT1296)
tularensis Schu AFTT0683c (pKK289Km::FTT0683c)

LA TR B L 3 T T L ) 3 T L B B

Fenotypové charakteristiky GMO s odstranénymi geny FTT_RS08150, FTT_1766,
FTT_0912c, FTT_0463, FTT_1171c, FTT_0469, FTT_0169, FTT-1296, nebo FTT_0683c
nejsou znamy a budou predmétem vyzkumu. U komplementovanych GMO dojde
navracenim genl pomoci pKK289GFP plazmidu k obnoveni plvodniho fenotypu.
Komplementované kmeny tedy budou genotypové i fenotypové zcela identické
s plvodnim kmenem F. tularensis Schu.

Specifikace genetické modifikace

F. tularensis Schu AFTT RS08150 (pKK289Km::FTT RS08150), F. tularensis Schu
AFTT1766 (pKK289Km::FTT1766), F. tularensis Schu AFTT0912c
(pKK289Km::FTT0912c), F. ‘tularensis Schu AFTT0463 (pKK289Km::FTT0463),
F. tularensis Schu AFTT1171c (pKK289Km::FTT1171c), F. tularensis Schu AFTT0469
(pKK289Km::FTT0469), F. tularensis Schu AFTT0169 (pKK289Km::FTT0169),
F. tularensis Schu AFTT1296 (pKK289Km::FTT1296) a F. tularensis Schu AFTT0683c
(pKK289Km::FTT0683c): GMO pripravené komplementaci in trans lze jednoznacné
identifikovat kultivaci v rlstovém médiu za pfitomnosti kanamycinu a naslednym
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ovéfenim na pritomnost genl FTT_RS08150, FTT_1766, FTT_0912c, FTT_0463,
FTT_1171c, FTT_0469, FTT_0169, FTT_1296, FTT_0683c pouzitim specifickych primeru.

Vysledné GMO budou ziskany vynétim casti dédicného materidlu. U F. tularensis Schu
AFTT RS08150, F. tularensis Schu AFTT1766, F. tularensis Schu AFTT0912c,
F. tularensis Schu AFTT0463, F. tularensis Schu AFTT1171c, F. tularensis Schu
AFTT0469, F. tularensis Schu AFTT0169, F. tularensis Schu AFTT1296 a F. tularensis
Schu AFTT0683c dojde k deleci genu FTT_RS08150, FTT_1766, FTT_0912c, FTT_0463,
FTT_1171c, FTT_0469, FTT_0169, FTT_1296, FTT_0683c. Pouzitou metodou bude
homologni rekombinace chromozomu s nereplikativnim vektorem.

U F. tularensis Schu AFTT RS08150 (pKK289Km::FTT RS08150), F. tularensis Schu
AFTT1766 (pKK289Km::FTT1766), F. tularensis Schu AFTTO0912c
(pKK289Km::FTT0912c), F. tularensis Schu AFTT0463 (pKK289Km::FTT0463),
F. tularensis Schu AFTT1171c (pKK289Km::FTT1171c), F. tularensis Schu AFTT0469
(pKK289Km::FTT0469), F. tularensis Schu AFTT0169 (pKK289Km::FTT0169),
F. tularensis Schu AFTT1296 (pKK289Km::FTT1296), F. tularensis Schu AFTT0683c
(pKK289Km::FTT0683c) bude pouzitou metodou komplementace in trans.

Udaje o vektoru

Identita vektord

pDM4: nereplikativni (sebevrazedny) vektor pDM4 (Milton DL et al., J. Bacteriol. 178:
1310-1319) je odvozen od vektoru pDM1 a nese R6K replikaCni pocatek, gen
pro chloramfenikol acetyltransferazu - kodujici rezistenci ke chloramfenikolu a gen sacBR
z Bacillus subtilis pro sachardzovou selekci.

PKK289Km::GFP: replikativni vektor pKK289Km::GFP (Bonquist, L. et al., Infect.
Immun. 76: 3502-10), ktery je odvozen od vektoru pKK214 (Norquist, A. et al., FEMS
Immunol. Med. Microbio., 1996, 257-260) a navic exprimuje Tn5-odvozeny gen
pro rezistenci ke kanamycinu. Gen gfp zlstdvd pod kontrolou promotoru pro GroES
z F. tularensis LVS (Ericsson, M. et al., Infect. Immun., 1997, 65:1824-1829). Gen gfp je
pfi vneseni gen FTT1075 nebo FTT1076 odstranén.

Udaje o insertu

Insert se ve vysledném geneticky modifikovaném organismu nachazi na volném
plazmidu. U GMO F. tularensis Schu AFTT RS08150 (pKK289Km::FTT RS08150),
F. tularensis Schu AFTT1766 (pKK289Km::FTT1766), F. tularensis Schu AFTT0912c
(pKK289Km::FTT0912c), F. tularensis Schu AFTT0463 (pKK289Km::FTT0463),
F. tularensis Schu AFTT1171c (pKK289Km::FTT1171c), F. tularensis Schu AFTT0469
(pKK289Km::FTT0469), F. tularensis Schu AFTT0169 (pKK289Km::FTT0169),
F. tularensis Schu AFTT1296 (pKK289Km::FTT1296) a F. tularensis Schu AFTT0683c
(pKK289Km::FTT0683c) bude soucasti plazmidu pKK289Km.
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Vysledky hodnoceni rizika

Bakterie Francisella tularensis je plvodce onemocnéni tularémie. Jednd se o vysoce
virulentni typ bakterie, kdy k navozeni onemocnéni sta¢i pouhych nékolik bakterii (10
CFU v pripadé F. tularensis subsp. tularensis) a snadno se Sifi prostiednictvim aerosolu.
Z tohoto dlvodu byla zafazena do kategorie A seznamu potenciondlnich biologickych
zbrani. Ochrana v podobé ucinné a bezpecné vakciny vSak doposud neexistuje, pravé
z dlvodu neznalosti molekuldrnich mechanism( patogeneze. Tato problematika je
hlavnim cilem dlouhodobych projektd pracovi$t® UO-VLF. Podstatnad ¢ast vyzkumu je
zamé&fena pouze na analyzu méné virulentnich kmenU F. tularensis subsp. holarctica (typ
B). Nejvyssi riziko v pripadé zneuziti vSak predstavuji pravé mnohem virulentnéjsi kmeny
F. tularensis subsp. tularensis (typ A), jejichz vyskyt je omezen na oblast severni
Ameriky, v Evropé se nevyskytuji. Vysledna vakcina by méla byt ucinna proti obéma
typlm. Zatim se vSak nepodafilo ani definovat plvod rozdilné virulence u obou typl
F. tularensis. Z tohoto dlvodu je snaha vice rozsifit vyzkum i na kmeny typu A.
Pro odhaleni hlavni pfiCiny vysoké virulence je nezbytné pripravit geneticky modifikované
kmeny s deletovanymi geny pro proteiny, které by mohly pfispivat k fenotypovym
rozdilim. Vyslednd GMO pak budou slouZit k funkénim analyzdm zaméFenym primarné
na ulohu vybranych gen( ve virulenci a patogenezi.

Francisella tularensis mé& Siroké spektrum hostiteld zahrnujici jak bezobratlé, tak
i obratlovce, v&etné savcl, ptakd, plazl, ryb. Postihuje predevsim zajice a polni
hlodavce, ale je prenosna i na jind zvifata a na clovéka. Postizena zvifata ztraceji
plachost, potaceji se pfi pohybu, jsou malatnad a daji se snadno chytit. Rezervoarem
nakazy v pFirodé jsou infikovani hlodavci. Moznymi vektory v oblasti hostiteld véetné
necilového organismu jsou povazovani hematofagni ¢lenovci (komafi, mouchy, blechy,
ovadi, klidtata). K infekci dochazi pfes dychaci Ustroji, travici Ustroji, pfes spojivky nebo
kQzi.

Pro profylaxi a |é¢bu onemocnéni u lidi a zvifat jsou lékem volby fluorochinolony,
alternativa - tetracykliny; u téZkych pFipadd vyZadujici hospitalizaci se podavaji
aminoglykosidy (streptomycin, gentamycin). Ddlezité je v&asné zahajeni [&¢by.
Rezistence na tato antibiotika zatim nebyla popsana.

Nejsou znamy primé alergické ucinky, toxické ucinky produkce toxinu u Francisella
tularensis obecn& nebyly zatim popsany, neni ani ptenaded zndmych patogenl, dale
nebyla popsana moznost aktivace latentnich virl (provir(), nebylo popséno, zda dochazi
k pfirozené vymeéné dédicného materidlu mezi darcovskym organismem a pfijemcem.

U GMO F. tularensis Schu AFTT RS08150, F. tularensis Schu AFTT1766, F. tularensis
Schu AFTT0912c, F. tularensis Schu AFTT0463, F. tularensis Schu AFTT1171c,
F. tularensis Schu AFTT0469, F. tularensis Schu AFTT0169, F. tularensis Schu AFTT1296,
resp. F. tularensis Schu AFTT0683c budou odstranény geny FTT_RS08150, FTT_1766,
FTT_0912c, FTT_0463, FTT_1171c, FTT_0469, FTT_0169, FTT-1296, nebo FTT_0683c,
v pfipadé ostatnich GMO se jedna o komplementaci, tj. zp&tné navraceni uvedenych genl
do prfisludnych deleénich mutantd. Jiné genetické vlastnosti se nezméni. Fenotypové
charakteristiky GMO s odstranénymi geny FTT_RS08150, FTT_1766, FTT_0912c,
FTT_0463, FTT_1171c, FTT_0469, FTT_0169, FTT-1296, nebo FTT_0683c nejsou znamy
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a budou predmétem vyzkumu. U komplementovanych GMO dojde navrdcenim gen(
pomoci pKK289GFP plazmidu k obnoveni ptvodniho fenotypu. Komplementované kmeny
tedy budou genotypové i fenotypové zcela identické s plvodnim kmenem F. tularensis
Schu.

Komplementované mutantni kmeny se od plvodniho kmene svoji schopnosti preZivat
nebudou ligit. V pFipadé deleénich mutantnich kmenl bude schopnost preZivat
experimentalné ovéfovana, je mozné, ze schopnost prezivani bude snizena. Toto
experimentalni ovéFeni bude provedeno dvéma zplsoby - (1) kultivaci plvodniho kmene
a mutantnich kmenU v rlstovém médiu a porovnanim jejich ristu v ¢ase, (2) porovnanim
proliferaéni schopnosti mutantnich kmend s plvodnim kmenem v burikdch hostitele
(in vitro infekéni model s vyuZitim primarnich mysich makrofagt).

U dele&nich mutantnich kmen{ se nepfedpoklada odli§nost, mozna je omezena schopnost
Sifeni v prostfedi. U GMO, pfipravenych komplementaci in trans, predstavuje pfitomnost
plazmidu selek¢ni nevyhodu a za nepfitomnosti pFislusnych antibiotik dojde k jeho ztraté
za vzniku plvodnich dele¢nich mutantnich kmend.

GMO pripravené komplementaci in trans jsou stabilni pouze v pfitomnosti pfislusnych
antibiotik, nepfitomnost vede ke ztraté plazmidu za vzniku bakterie s deleci prislusnych
genl. GMO jsou patogenni, zplsob a mira &kodlivosti je identickd s ptvodnim
rodiCovskym organismem F. tularensis subsp. tularensis kmen Schu.

F. tularensis Schu AFTT RS08150, F. tularensis Schu AFTT1766, F. tularensis Schu
AFTT0912c, F. tularensis Schu AFTT0463, F. tularensis Schu AFTT1171c, F. tularensis
Schu AFTT0469, F. tularensis Schu AFTT0169, F. tularensis Schu AFTT1296, resp.
F. tularensis Schu AFTT0683c: delecni GMO Ize jednoznacné identifikovat pomoci
specifické PCR. Primery 1F a 2R jsou navrzeny tak, ze jsou komplementarni k sekvenci
genu. Pokud gen chybi, primery nem(Zou nasednout a nevznikd PCR produkt. Stejné
primery Ize pouzit pro ovéreni komplementace genu do pfislusného dele¢niho mutantniho
kmene. Pokud doslo ke komplementaci, vznikne PCR produkt.

F. tularensis Schu AFTT RS08150 (pKK289Km::FTT RS08150), F. tularensis Schu
AFTT1766 (pKK289Km::FTT1766), F. tularensis Schu AFTT0912c
(pKK289Km::FTT0912c), F. ‘tularensis Schu AFTT0463 (pKK289Km::FTT0463),
F. tularensis Schu AFTT1171c (pKK289Km::FTT1171c), F. tularensis Schu AFTT0469
(pKK289Km::FTT0469), F. tularensis Schu AFTT0169 (pKK289Km::FTT0169),
F. tularensis Schu AFTT1296 (pKK289Km::FTT1296) a F. tularensis Schu AFTT0683c
(pKK289Km::FTT0683c): GMO pripravené komplementaci in trans lze jednoznacné
identifikovat kultivaci v rlstovém médiu za ptitomnosti kanamycinu a naslednym
ovéfenim na pritomnost genl FTT_RS08150, FTT_1766, FTT_0912c, FTT_0463,
FTT_1171c, FTT_0469, FTT_0169, FTT_1296, FTT_0683c pouzitim vySe uvedenych
primeru.

Vzhledem k rodi¢ovskému organismu, pfipadné prijemci, kterym je Francisella tularensis
subsp. tularensis kmen Schu (typ A) spadajicimu do skupiny biologickych CcinitelG
3. kategorie rizika, Ize nakladani se vSemi GMO uvedenymi v této zadosti zaradit do treti
kategorie rizika.
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Podminky nakladani

Nakladdat s vy$e uvedenymi geneticky modifikovanymi organismy lze jen zplsobem
popsanym v zadosti ¢.j. MZP/2024/750/1970 doruc¢ené na MZP dne 22. kvétna 2024,
pfi dodrzovani vSech uvedenych podminek, zejména:

veskera experimentalni prace naplfiujici Ucel vyzkumu s geneticky modifikovanym
materidlem bude probihat za kontrolovanych podminek minimalizujicich nebo
vyluéujicich Gnik transgend do okolniho prostfedi mimo uzaviené prostory,

uzavrené nakladani s GMO 3. kategorie rizika bude probihat vyhradné v laboratofi
s Urovni 3 technického zabezpeceni (UTZ 3, synonymum BSL3). Tato laboratof je
nalezité vybavena a opatfend technickymi prostfedky zamezujicimi Gniku GMO
do prostredi a ohrozeni zdravi osob, zvifat a druhové rozmanitosti, s naslednym
Uplnym a bezpecnym odstranénim pripravenych nebo pouzitych GMO,

veskeré cCinnosti v této laboratofi musi byt podfizeny minimalizaci rizika
kontaminace povrchl, ochranného obledeni, & v konedném disledku nakazy.
S infekénim materidlem Ize pracovat pouze v laminarnim flowboxu nebo
v uzavrenych systémech a to tak, aby se na nejvysSsi moznou miru omezil vznik
infekéniho aerosolu,

do laboratofe je zakazan vstup osob, které nebyly fadné proskoleny pro nakladani
s GMO 3. kategorie rizika,

do laboratofe je zakazan vstup osob bez predepsaného pracovniho odévu
a ochrannych pomuicek,

laboratof urcena pro nakladani s GMO 3. kategorie rizika a s ni souvisejici prostory
(zéroven i skladovani, a prislusné vstupni a vystupni prostory jsou soucasti
uzavieného komplexu) jsou umistény v zadni ¢asti budovy se samostatnym trvale
uzavienym vchodem. Samotny komplex, ve kterém se laboratof nachazi, je
oddélen od ostatnich prostor trvale uzavienymi dvefmi s oznacenim ,Biohazard",
vybavenymi vlastnim cipovym zafizenim pro vstup. Vstup do téchto prostor je
povolen jen proskolenym osobam, které maji vstup povolen na zakladé rozkazu
dékana FVZ UO. Karty jsou evidovany u vedouciho této laboratore. Kli¢e jsou pak
uloZzeny u ostrahy,

celd budova, kde je laboratof umisténa, je pod stalou fyzickou ostrahou, cely
objekt je oplocen a je vybaven kamerovym systémem. VSechny dvere musi byt
mimo pracovni dobu uzamceny. Laboratof nema okna, cirkulace vzduchu je
zajistovdna vyhradné pomoci vzduchotechniky. Pro pfipad vypadku elektrického
proudu je laboratof vybavena zaloznim zdrojem energie (naftovy generator),

do vlastni laboratofe, uréené pro nakladani a skladovani GMO 3. kategorie rizika,
je vstup mozny pouze pres vnéjsi a dale vnitfni Cistou Satnu. U vstupnich dvefi
do laboratore je umisténa kontrolka potvrzujici spravnou funkci vzduchotechniky
(a tim i sniZzeni tlaku v laboratofi vzhledem k tlaku v bezprostfednim okoli).
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Vystup z laboratofe je mozny vyhradné pres hygienickou smycku a dale vnitfni
necistou Satnu zpét do Satny vnéjsi. Jednotlivé mistnosti tohoto prostoru jsou
oddéleny uzaviratelnymi plnymi dvermi. Veskeré rozvody jsou neprodysné
utésnény,

- laboratof urCend pro nakladani s GMO 3. kategorie rizika je rovnéz urcena
pro nakladani s vysoce rizikovymi agens (3. kategorie rizika, BSL3, ne-GMO),

- tato laboratof je vybavena veSkerou pfistrojovou technikou potfebnou
pro pracovni postupy v radmci provadénych vyzkumnych projektl v souladu
s predpisy pro uzaviené nakladani s GMO 3. kategorie rizika (laminarni flowbox
tiida II typ A2, germicidni UV-lampy, inkubatory, lednice, mrazak, temperovana
trepacka a inkubator, centrifugy s uzaviratelnymi kyvetami a ochranou
pred vznikem infekéniho aerosolu, autokldv, zdroj deionizované vody a dalsi
obecné pomdcky, napF. pipety). Je-li to mozné, pouzivaji pracovnici jednorazovy
material (Spicky, zkumavky, sérologické pipety apod.), které jsou predepsanym
zplsobem dekontaminovany a odstranény,

- prace v laboratofi podléhd bezpednostnim predpisim uvedenym v piislusném
provoznim fadu a havarijnim planu,

- vSichni pracovnici, ktefi pracuji s GMO, musi byt pred zapocetim prace proskoleni
odbornym poradcem, a to 1x ro¢né. V ramci tohoto Skoleni jsou pracovnici
pouceni o zasadach prace s GMO, s pfisluSnou legislativou, novymi poznatky
v oblasti nakladani s GMO, s provoznim fadem a havarijnim planem. Novi
pracovnici jsou proskoleni bezprostfedné pred zahajenim nakladani s GMO,

- veskerd manipulace s Zivym GMO je provadéna vyhradné v boxu s laminarnim
proudénim tfidy Biohazard s recirkulaci a sterilni filtraci proudiciho vzduchu
a naslednou sterilizaci boxu UV zarenim. Mimo prostor laboratofe se ziva GMO
nesmi vynaset, veSkery odpad je pred vynesenim dekontaminovan schvalenymi
dezinfek¢nimi prostfedky a autoklavovanim. Pravidelné se pak provadi kontroly
ucinnosti dekontaminace,

- do laboratore pro nakladani s GMO 3. kategorie rizika smi radné obleceny
pracovnik vstoupit pouze, pokud sviti zelena kontrolka potvrzujici spravnou funkci
vzduchotechniky. Cervené svitici kontrolka davd na védomi, Ze zafizeni
vzduchotechniky nefunguje spravné. V takovém pfipadé pracovnik opusti tyto
prostory a zavadu nahlasi vedoucimu laboratofe ¢&i jeho zastupci. V pripadé
sviticich germicidnich lamp v prostoru laboratore je vstup také zakazan,

- termin a presna specifikace prace v laboratofi (protokol) musi byt predem
predlozeny vedoucimu laboratofe, pfipadné uréenému zastupci,

- novy laboratorni material je pfindSen pracovniky pfes prokladaci okno mezi
laboratori a mistnosti ,,vzorkovna",

- pred vstupem do komplexu se pracovnik zapiSe do evidenc¢ni knihy pohybu, vchazi
do Satny vnéjsi, zavie za sebou dvefe a aktivuje vystrazné svétlo
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+NEVSTUPOVAT". Poté se svlékne z bézného laboratorniho obleCeni do spodniho
pradla,

- pracovnik prechazi do vnitfni Cisté Satny, kde si oblékne laboratorni obleceni
urcené pro praci v laboratofi pro nakladani s GMO 3. kategorie rizika,

- po vstupu do laboratofe, pred =zapoletim vlastni prace musi pracovnik
zkontrolovat funkCnost a stav vesSkerého zafizeni vCetné autoklavu, pFitomnost
potfebnych dezinfekénich prostfedkl a daldiho materidlu potfebného k pfipadné
dekontaminaci,

- prace ve flow-boxu musi byt vykonavana s maximalni peclivosti s ohledem
na minimalizaci rizika kontaminace (potfisnénim, vylitim, vytvarenim aerosol()
a poruseni laminarniho proudéni (rozestaveni materidlu musi byt rovnomérné,
ve flow boxu nesmi byt pfitomny nadbytec¢né véci, pohyby nesmi byt zbrklé
a rychlé),

-k praci v laboratofi jsou urcené samostatné odévy a obuv, které se mimo prostory
nevynadeji. K ochrannym pomuckam patii overaly, rukavice a jednorazové
Ustenky ¢i oblicejové masky a navleky na obuv. Dekontaminace pouzitého
materidlu probiha inaktivaci v parnim autoklavu. Prostor laboratore se
po ukonceni prace dekontaminuje germicidnimi UV-lampami a pravidelné také
suchymi mlhami dezinfekcniho prostfedku STERUSIL®, generovanymi pfistrojem
STERINIS®. Pro pfipad vypadku elektrického proudu je laboratof vybavena
zaloznim zdrojem energie (naftovy generator),

- GMO se z flowboxu smi vynést pouze ve vhodné uzaviené nadobé a
pfed vyndanim z flowboxu musi byt nadoba otfena schvalenym dezinfekénim
prostfedkem,

- po ukonceni prace ve flow boxu musi byt veskeré vnitfni povrchy otfeny
dezinfekénim prostfedkem, ktery nema korozivni vlastnosti (napf. ethanol 75%).
Poté je flow-box uzavien a vnitfni pracovni plocha boxu sterilizovana UV zarenim.
UV zarfeni je ve flow boxu nastaveno na 30 minut,

- poté pracovnici otfou vedkeré povrchy stoll, pristroji véetné tladitek
jednorazovou utérkou se schvalenou dezinfekci (SAVO 1,5 %). Utérka je pak
odstranéna do autokldvovatelného pytle,

- pfi odchodu z |laboratofe odlozi pracovnik vnéjSi ochranné rukavice
do autoklavovatelného pytle umisténého v biohazard odpadovém kosi. Tento pak
z koSe vynda a vlozi do autoklavu. Povrch prvniho paru rukavic si omyje nejdfive
dezinfekci (ethanol 75 %) a poté vodou a mydlem,

- po prichodu do hygienické smycky odlozi pracovni odév a jednorazové ochranné
prostfedky do uréenych pytld,

- poté pracovnik prejde do vnitfni necisté Satny, kde stiskem spinace vypne
osvétleni v laboratofi a dale aktivuje UV germicidni lampy (sviti po dobu 30 minut
v prostoru laboratofe i hygienické smycky). Ve vnitfni nelisté Satné si pracovnik
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umyje ruce, popripadé se osprchuje a vejde do Satny vnéjsi, kde se opét oblece
do bézné wuZivaného bilého Ilaboratorniho odévu, deaktivuje vystrahu
~NEVSTUPOVAT" a komplex opusti,

- v zavislosti na ¢ase potfebném pro sterilizaci materidlu autokldvovanim a povrchi
UV zarenim (minimalné cca 1,5 h), vchazi do laboratofe pro nakladani s GMO
3. kategorie rizika pracovnik obleCen v jednorazovém laboratornim obleceni,
v botach urlenych pro praci v laboratofi, rukavicich a navlecich a vlozi
dekontaminovany odpadovy materidl do prokladaciho okna. Poté prochazi
do prostoru hygienické smy¢ky, kde vlije 0,1 | vody do pytli s pouZitym oble¢enim
a tyto pytle pripravi k dekontaminaci. Dale pracovnik vlozi do autoklavu zbyly
rizikovy materidl a spusti dekontaminaéni proces. Oble¢eni miZe byt
autoklavovano spole¢né s rizikovym materidlem v programu dekontaminace
s filtrem. Po vykonani této procedury si laboratorni pracovnik omyje ruce 75%
ethanolem a poté vodou a mydlem. Pak opousti prostor laboratofe a prochazi
hygienickou smyckou, kde si sunda navleky, rukavice a jednorazovy pracovni
odév. Prejde na konec hygienické smycky, kde dezinfekci osetfi boty, které zde
zUstaly po prededlych pracovnicich,

- je zakazano jist, pit, koufit, pouzivat mobilni telefony, osobni léky, aplikovat si
kontaktni ¢oCky nebo kosmetické prostfedky, nosit osobni véci (hodinky, Sperky)
v prostorach komplexu. V pfripadé podezreni na potfisnéni pokozky nebo odévu se
postupuje podle havarijniho planu,

-z laboratofe pro nakladani s GMO 3. kategorie rizika nesmi byt pfed Uplnou
sterilizaci (autoklavovanim, U¢innym dezinfekénim prostfedkem ¢i UV zarenim) nic
vynaseno,

- pracovat v laboratofi pro nakladani s GMO 3. kategorie rizika smi pouze pracovnik
v nalezitém odévu a s ochrannymi pomckami uréenymi pouze pro tyto prostory:
Cisty pracovni odév (kosile kalhoty, ponoZzky), jednorazova filtracni polomaska
(nebo celooblicejova s filtracné ventilacni jednotkou), pracovni obuv, ochranny
jednorazovy overal, ochranné jednorazové navleky na obuv, ochranné rukavice,

- GMO budou kultivovdny na pevnych a tekutych plUdach v Petriho miskach
a Erlenmayerovych barikach. PFiblizny odhad objemu tekutych kultur kmend
Francisella tularensis bude roéné& asi 10-15 litrl za rok. Pfesnd mnoZstvi
kultivovanych GMO za dany rok budou vzdy uvedeny v pravidelném rocnim
hlaseni,

- zdkladni povinnosti pracovniki v ptipadé pozaru piip. jiné havarie (pokud to
okolnosti umozni) jsou nasledujici: ukonceni prace s GMO tak, aby bylo zabranéno
rozsireni GMO v nepfitomnosti a uzavfit prostor. V pFipadé pozaru nelze
predpokladat preziti GMO, pripadnému rozsifeni prezivsich GMO Ize zabranit
asanaci mista havarie dezinfek¢nimi prostredky,

- pokud hrozi Unik GMO v souvislosti s havarii, shromazdit vSechny nadoby s GMO
a odpady kontaminované GMO, radné je oznacit a presunout na bezpecné misto,
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kde budou uzavieny, vyrozumét bezodkladné osobu odpovédnou ¢i osobu ji
povéFenou a déle v pripadé potfeby pokracovat ve vyrozuméni daldich subjektd,

- veskery pouzity materidl a materidl uréeny k odstranéni je dekontaminovan
schvalenymi dezinfekénimi prostfedky (SAVO, Persteril, Incidin, Ethanol 75%)
a autoklavovan ve vhodnych uzaviratelnych autoklavovatelnych nadobach,

- dezinfekcni prostfedky jsou uloZzeny v prostorach laboratofe pro nakladani s GMO
ve 3. kategorii rizika a ve skladu ve vstupnich prostorech komplexu,

- veskery odpad v této laboratofi je povaZovan za patogenni. Odpad mize laboratof
opustit az po dekontaminaci autoklavovanim,

- s dekontaminovanym materidlem je dale nakldddno jako s odpadem
kat.¢. 18 01 03 (Odpady, na jejichz sbér a odstrafiovani jsou kladeny zvlastni
pozadavky s ohledem na prevenci infekce) - podle zédkona ¢. 541/2020 Sb., Zakon
o odpadech, ve znéni pozdé&jdich predpist a ptisluéného provadéciho predpisu
- vyhlasky ¢. 273/2021 Sb., o podrobnostech nakladani s odpady, ve znéni
pozdé&jsich predpistd a vyhlasky & 8/2021 Sb., o Katalogu odpadd a posuzovani
vlastnosti odpadd (Katalog odpadl), ve znéni pozdé&jdich predpisl; odstrafiovani
odpadl je zajiténo specializovanou Umbrella s.r.o. Trutnov, podle uzavfené
smlouvy,

- vyménu HEPA filtrG provadi 2x ro¢né& specializovand firma (PrimaTech s.r.o0.),
pouzité HEPA filtry predava firmé I.T.A. Servisni s.r.0. k odstranéni (jako odpad
kat.¢. 18 01 03),

- autoklavovani patogenniho odpadu provadi zaskoleny pracovnik dle manipulacniho
fadu v nalezitém programu,

- plotny s bakteriemi a uzaviené jednorazové zkumavky se vkladaji do pfipravenych
odpadovych autokldvovatelnych pytld umisténych vedle flow boxu, GMO kultury
na pevnych pldach a vedkeré kontaminované odpady jsou inaktivovany sterilizaci
autoklavovanim v plastovych pytlich nebo uzavienych nadobach, v tekutych
pldédch jsou nejprve GMO dekontaminovédny chemickym dezinfek&énim
prostifedkem a nasledné v uzavrenych nadobach autoklavovany,

- Spicky, jehly, mikrozkumavky a injekce se vkladaji do uzaviratelnych
autoklavovatelnych, pevnych nadob, sérologické pipety, pipety podle Pasteura
a materidl tomu podobny se po osSetfeni dezinfekci vkladaji do specialnich
autoklavovatelnych uzaviratelnych boxd,

- veskeré vnitfni povrchy flow boxu (pracovni deska, pipety, krabice na Spicky)
musi byt po ukonceni prace otfeny nekorozivnim dezinfekénim prostfedkem
(Ethanol 75%); poté je box uzavien a dekontaminovan UV zafrenim,

- dal&i povrchy stoll, pFistroji véetné tladitek jsou otfeny jednordzovou utérkou se
schvalenou dezinfekci, ktera je dekontaminovana autoklavovanim. Po opusténi
prostor je laboratof (i hygienickd smycka) dekontaminovana UV zafenim
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germicidnich lamp a v pravidelnych cyklech téz pfistrojem Sterinis. Je provadéna
kontrola Gcinnosti zneskodnéni GMO,

- vesSkerd dokumentace pro praci s GMO a evidence provozu laboratore
pro nakladani s GMO 3. kategorie rizika je ulozena na Vojenské lékarské fakulté
UO v Hradci Kralové v prostorach pred vstupem do prostor a je vedena v
evidencnich knihach a provoznich denicich, u vedouciho pracovnika zodpovédného
za provoz t&chto prostor a u odbornych poradci pro GMO nebo u vedouciho
laboratore,

- dokumenty zahrnuji:

1/ kniha zdznamd o manipulaci s GMO 3. kategorie rizika: do této knihy jsou
pracovnici povinni zaznamendvat chronologicky jednotlivé experimenty s GMO
s uvedenim nasledujicich (dajG: datum naklddani, osoba (-y) provadé&jici
nakladani, mnozstvi pfipraveného GMO materidlu (objem bakteridlni kultury),
oznacleni experimentu - stru¢na charakteristika a popis experimentu (odkaz
na standardni operacni postup), popfipadé odkaz na podrobnéjsi zaznam
experimentu v laboratorni dokumentaci pracovnikem, u(daje o jakychkoliv
mimoradnych udalostech v prib&hu experimentu a o jejich FeSeni s podpisem
odpovédné osoby podle bodu e tohoto fadu ¢i osoby ji povérené

2/ provozni denik pro zaznamenavani o provedenych kontrolach o pfritomnosti
GMO v prostorach

3/ kniha evidence pohybu osob

4/ kniha evidence nehod

5/ kniha evidence dekontaminaénich cykld parnim sterilizdtorem
6/ kniha evidence vynaseného materialu

7/ kniha provedeni dekontaminace,

- pracovnici povéreni Udrzbou zarizeni provadéji uklid laboratore a prilehlych prostor
ur¢enymi dezinfekénimi prostredky, které se obménuji v pravidelnych intervalech.
Pracovnik musi byt oble¢en do jednorazového obleku a musi byt vybaven
gumovymi rukavicemi. Uklidové piisluenstvi je umisténo v prostoru Saten,
v laboratofi a hygienické smycce, a slouzi jen pro uklid danych prostor,

- Cinnosti nezbytné pro provoz laboratore pro nakladani s GMO 3. kategorie rizika
zabezpecluje povéreny laboratorni pracovnik, ktery se stard o pfitomnost
vesSkerého uzitného materidlu v laboratofi a dopliuje hygienické, Cdistici
a dezinfekéni prostfedky, pracovni odévy a jednorazové ochranné prostiedky
a odnasi roztfidény a oSetfeny odpad na uréend mista. Dale zajistuje
dekontaminaci prostor UV zafeni a/nebo pomoci pristroje STERINIS. Dale
kontroluje a udrzuje teploty v lednicich, mrazicich boxech a termostatech,
dekontaminaci sbé&rnych pytld v hygienické smyéce a obuvi, prani a suseni
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dekontaminovaného laboratorniho obleCeni. Tento pracovnik musi byt odén
do jednorazového obleku a musi byt vybaven laboratornimi rukavicemi,

- externi pracovnici provadé&jici servis a udrzbu ptistroji umisténych v laboratofi
jsou pouceni o praci v laboratofi a vybaveni stejnymi ochrannymi pomd{ckami jako
b&Zni pracovnici véetné jednordzovych ndvlekl a jednordzového plasté. Naradi
a vymeénné pracovni dily jsou dezinfikovany vhodnym pripravkem ¢i sterilovany
v parnim autokldvu. Prostory laboratofe jsou pfed vstupem servisnich pracovnikd
dekontaminovany pomoci suché mlhy dezinfekéniho prostfedku STERUSIL®,
generované pristrojem STERINIS® (technicky servis zajistén firmou Unipro Alpha
C.S. s.r.0., Praha).

Dalsi podminky nakladani stanovené podle § 5 odst. 10 zakona

- Univerzita obrany musi v souladu s § 19 pism. c) zakona kaZzdoro¢né predat
ministerstvu v listinné a elektronické podobé vzdy k 15. uUnoru kalendafniho roku
prehled geneticky modifikovanych organism{, Gdaje o jejich mnoZstvi, o zplsobu
nakladani s nimi a vyjadreni k prezkoumani hodnoceni rizika za uplynuly kalendarni
rok a v souladu s § 19 pism. d) zakona zaslat do 60 dnd od ukonéeni nakladdani
s GMO zavére¢nou zpravu o prabé&hu, dlsledcich této ¢&innosti, zejména s ohledem
na rizika ohrozeni zdravi a zivotniho prostredi.

- Univerzita obrany musi v souladu s § 19 pism. h) zakona poskytnout spravnim
organim (Ministerstvo Zivotniho prostiedi, CIZP) podle § 28 a § 31 aZ 33 soudinnost
pfi kontrole prostord a zafizeni uréenych k naklddani s GMO nebo prostor( a zatizeni,
v nichZ k tomuto nakladani dochazi nebo mize dochazet.

Ucel nakladani

Ucelem naklddani je vyzkum v oblasti molekuldrnich mechanisml patogeneze
intracelularni patogenni bakterie Francisella tularensis subsp. tularensis. Vysledné GMO
budou pouzity pro funkéni analyzy Francisella tularensis s cilem objasnit molekularni

mechanismy patogeneze. Jedna se o soucast dlouhodobého projektu s cilem definovat
nové, ucinné a bezpecné profylaktické a terapeutické pristupy.

Dalsi pozadavky na oznaceni

Pro nakladani s GMO plati obecné podminky oznacovani geneticky modifikovaného
organismu, které je dano zakonem.

Misto uzavieného nakladani

Prostory urcené k nakladani s GMO 3. kategorie rizika: ,Radioizotopické laboratore
Hradec Kralové - budova pro zpracovani radioaktivnich latek (RIL)" (vestavba, vstup
zadni Casti), dnes sidlo Katedry molekularni patologie a biologie (KMPB),
mikrobiologicka/molekuldarné-geneticka laboratof, Fakulta vojenského zdravotnictvi UO,
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Trebesska 1575, 500 01 Hradec Kralové. Tyto prostory se nachazeji ve vestavbé zadni
¢asti budovy. Provoz laboratore pro nakladani s GMO 3. kategorie rizika je oddélen
od béZzného provozu v budové.

Pozadavky na monitoring a podavani zprav o jeho vysledcich

Kontroly prostor a zafizeni na pfitomnost GMO budou provadény odpovédnym
pracovhikem namaéatkové, minimalné 4x ro&n& pomoci povrchovych stérl sterilnimi
vatovymi tampdny a nasledné specifické kultivace. V ptipadé narlstu bude identifikace
provedena pomoci selektivni PCR za pouziti specifickych primerd. O kazdé kontrole bude
proveden zapis do Provozniho deniku kontroly GMO, uloZzeného u vedouciho laboratore.

Kontaminace vzduchu bude sledovéana polozenim oteviené Petriho misky s MclLeod
agarem do mista s potenciondalnim rizikem aniku po dobu 15 minut, s naslednou kultivaci
(37°C, 24 - 72 h). Pro kontrolu pfitomnosti GMO nesouciho plazmidy se kultivace
provadéji ve vySe uvedenych médiich s pridavkem prislusného antibiotika (kanamycin,
20 upg/ml). V pfipadé narlstu bude identifikace provedena pomoci selektivni PCR
za pouziti specifickych primert. O kazdé kontrole bude proveden zapis do Provozniho
deniku kontroly GMO, ulozeného u vedouciho laboratore.

Dale je kontrola pritomnosti GMO provadéna v pripadé, dojde-li ke kontaminaci zafizeni
nebo povrchu, které by nemély s GMO pfijit do pfimého kontaktu a jsou jiz chemicky
dekontaminovany (SAVO, Incidin, Persteril, ethanol 75%) a UV zarenim (germicidni
lampy). Kontrolu provadi vzdy pracovnik, ktery nakladd s GMO. V pripadé zjisténi
vyskytu GMO uvnitf uzavifeného prostoru nebo v pfipadé havarie bude stejnym
zplsobem provedena kontrola i vné uzavfeného prostoru.

Vné uzavieného prostoru bude kontrola provadé&na stejnym zplsobem, a to v ptipadg, Ze
bude zjistén vyskyt GMO uvnitf uzavieného prostoru nebo v pfipadé havarie. Kontrolu
provadi vzdy pracovnik, ktery naklada s GMO. Po ukonceni asanace osoba zodpovédna
za likvidaci havérie zajisti odb&r nejméné 5 vzorkd z rdznych mist asanovanych prostor
a bude se testovat, zda se v téchto vzorcich GMO nachazeji. Pokud nejsou GMO
ve vzorcich zjistény, je asanace povazovana za Uspésnou. Veskery pouzity materidl
(véetné odévu a ochrannych pomucek) a odpad je dekontaminovan aplikaci dezinfek&ni
prostiedkd a/nebo autoklavovanim.

Doba platnosti povoleni

Doba nakladdani s GMO je od doby nabyti pravni moci rozhodnuti MZP do konce roku
2034 (10 let).

OdtGvodnéni

Dne 22. kvétna 2024 byla doru¢ena na MZP Zadost od Univerzity obrany o udéleni
povoleni pro uzaviené nakladani ve treti kategorii rizika s geneticky modifikovanymi
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kmeny bakterie F. tularensis subsp. tularensis na pracovisti VLF Hradec Kralové.
Tato Zadost byla evidovana pod ¢.j. MZP/2024/750/1970.

Univerzité obrany v Hradci Kralové bylo zaslano potvrzeni o pfijeti zadosti dne 23. kvétna
2024.

Ministerstvo Zzivotniho prostfedi posoudilo uvedenou zadost a dne 23. kvétna 2024
ji podle § 5 odst. 4 zdkona zaslalo k vyjadfeni Ministerstvu zdravotnictvi, Ministerstvu
zemédélstvi a Kralovéhradeckému kraji. Zadost v elektronické podobé byla téZ zaslana
k posouzeni Ceské komisi pro nakladani s geneticky modifikovanymi organismy
a genetickymi produkty (CK GMO) a uréenym odbornym posuzovateldm.

Dne 18. &ervna 2024 vydala své stanovisko k 7adosti CK GMO. Ve svém stanovisku
uvedla pfipominky na formalni Upravu zadosti, doplnéni informaci do srovnavaci tabulky
pracovisté, ¢asti meziprodukt nakladani a do provozniho fadu.

Ministerstvo zdravotnictvi poddnim doru¢enym na MZP dne 16. srpna 2023 upozornilo
na revizi jiz neplatného nazvu fakulty v dokumentech a pouzivani spravné terminologie
v souladu se zdkonem ¢. 541/2020 Sb., o odpadech, v platném znéni.

Na zakladé nedostatkl zjist&nych v Zadosti byla Univerzita obrany vyzvéana
dne 24. ¢ervna 2024 k jejich odstranéni dle zaslanych pfipominek a zaroven bylo vydano
usneseni o preruseni fizeni do doby odstranéni vad podané zadosti, nejpozd&ji do 30 dnl
ode dne doruceni usneseni.

MZP dne 8. ¢ervence 2024 obdrzelo opravu zadosti dle zaslanych pripominek a po jejim
posouzeni CK GMO konstatovalo, Ze pfipominky a doporuéeni odbornych posuzovatell
na doplnéni byly akceptovany.

MZP dne 23. ¢ervence 2024 zaslalo v souladu se zadkonem ¢&. 634/2004 Sb., o spravnich
poplatcich, Zadateli vyzvu k zaplaceni spravniho poplatku za vydani povoleni
k uzavienému nakladani s GMO 3. kategorie rizika. Dne 11. srpna 2024 Zadatel
poZadovanou ¢astku uhradil.

Vzhledem k tomu, Ze Zadost o udéleni povoleni k uzavienému nakladani
s GMO 3. kategorie rizika (nakladani s geneticky modifikovanymi kmeny bakterie
F. tularensis subsp. tularensis na pracovisti UO FVZ Hradec Kralové), po vSech Upravach
a doplnéni vyhovuje ustanovenim zakona a jeho provadécich predpist a nakladani
v rezimu uzavieného nakladani s GMO 3. kategorie rizika za danych podminek
nepredstavuje zvySené riziko pro zdravi Clovéka a zvifat ani pro zivotni prostredi,
a dale s prihlédnutim ke kladnym stanoviskim MZe, MZ CR a CK GMO, a dal$im vyse
uvedenym skute¢nostem, vydava MZP Zadateli povoleni k uzavienému nakladdani s GMO
3. kategorie rizika (s geneticky modifikovanymi kmeny bakterie F. tularensis subsp.
tularensis na pracovisti UO FVZ Hradec Kralové).
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Ministerstvo Zivotniho prostredi

Poudéeni

Proti tomuto rozhodnuti je mozZno podle § 152 odst. 1 zakona ¢. 500/2004 Sb., spravni
fad, podat do 15 dni od jeho oznameni rozklad, o némz rozhodne ministr Zivotniho
prostfedi, a to podanim adresovanym Ministerstvu Zivotniho prostredi, VrSovickd 65,
100 10 Praha 10.

Ing. Alexandra Skopcova
feditelka odboru environmentalnich rizik a ekologickych Skod

Toto rozhodnuti obdrzi:
A. Ucastnik Fizeni do vlastnich rukou:

Univerzita obrany, Fakulta vojenského =zdravotnictvi, Katedra molekularni
patologie a biologie, se sidlem Trebesska 1575, 500 01 Hradec Kralové

B. Na védomi po nabyti pravni moci:
1. Ministerstvo zdravotnictvi
2. Ministerstvo zemédélstvi

3. Kralovéhradecky kraj
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