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Co vsechno musi mikrobiologicka
laborator dodrzet?

1) Jak laborator postavit?

2) Cim laboratof vybavit?

3) Jaky personal do laboratore najmout?

4) Jake pracovni postupy pouzivat?

5) Jak zajistit bezpecnost prace v laboratori?
6) Jak zajistit bezpeci okoli laboratore?



Co vsechno musi mikrobiologicka
laborator dodrzet?

L AL - -
PRICH R Z CEsKyeH 2Em(q ViM Co sk SWE IRIMETE Tuto oBHLKL, PANE, A PRoS(H © SLUINE ZreHAZEN .




Prehled mikrobiologickych norem

http://[shop.normy.biz/show.php?categorylD=ics&ics=07
.100.01&PHPSESSID=9DfuSqUdyhHsW9,Uwz2Gkf50M7
4

Technickeé normy Seznam norem Normovi - informace o novych normach -

NORMY . Prihlasit | Registrovat | Jak nakupovat | Reklamace | Kontakty
obiz

Uzivatel neprihlasen (prihlasit)

Celkova cena: 0 K¢ | Kosik je prazdny

m

ebileli Pt POKLADNA PRIHLASIT
Vyhledat: p (€S 07.100.01 - Mikrobiologie obecné
Rozsitené hledani ————— — =
Katalog e Cena | - pridatdo
Normy z éervna 2012 Nazev s DPH kosiku
Normy z kvétna 2012 CSN IS0 21528-1 (560096) - inor 2006 zobrazit podrobnosti
Normy z dubna 2012 Mikrobiologie potravin a krmiv - Horizont4lni metody pro .
Normy z biezna 2012 74972 | prikaz a stanoveni poétu bakterii éeledi Enterobacteriaceae - 220_\KC
No_rrvr}}M CAst 1: Prikaz a stanoveni poétu technikou nejvyie e
pravdépodobného poétu s pfedpomnozenim
KATEGORIE ZBOZ1 =
CSN 73 4201 CSN IS0 21528-2 (560096) - unor 2006 zobrazit podrobnosti
(:ZSN OHSAS 18002 74969 Mikrobiologie potravin a krmiv - Horizontalni metody pro 180 }(.‘:’
CSNEN IS0 9001 ed. 2 prukaz a stanoveni poctu balterii ¢eledi Enterobacteriaceae - vé, DPH
CSN EN ISO 9004 C4st 2: Technika poéitini kolonii
e CSN EN IS0 846 (640780) - srpen 1998 zobrazit podrobnosti | 325 Kg
Zelena Usporam (normy] el Plasty - Hodnoceni ptisobeni mikroorganismu vé. DPH
akost -
Stavebninormy CSN EN 12296 (831005) - leden 1999 zobrazit podrobnosti
Pozérni normy Biotechnologie - Vybaveni - Navod pro postupy zkougeni .
Elektro normy 53940 | distitelnosti 22;0_1},_{1:
Vytapéni Norma obsahuie anslicky text normv a ceskou titulni R =

H7100% -




Prehled biotechnologickych norem

http://[shop.normy.biz/show.php?categorylD=8310&PHP

SESSID=9DfuSqUdyhHsW9,Uwz2Gkf50M74

Technické norm: Seznam norem Normovi - informace o novych normach -
NORMY N Prihlasit | Registrovat | Jak nakupovat | Beklamace | Kontakty
ob 1Z P

Uzivatel neprihlasen (prihlasit)

Celkova cena: 0 K¢ | Kosik je prazdny

CEN Ko3ik POKLADNA PRIHLASIT
7
Vyhledat: w—Tiida 8310 - Biotechnologie
o 45 norem!

Roziitené hledani ! s o,
oy Zobrazit obsah tridy 83
NORMY PODLE MESICO

Normy z éervna 2012

Normy z kvétna 2012 Katal Oznaceni Cena Pridat do
Normy z dubna 2012 s Nazev s DPH kosiku
Normy z ‘ff"“nafo?f €SN EN 1620 (831001) - Hjen 1998 zobrazit podrobnosti )

Normy zinora 2012 51837 | Biotechnologie - Velkovyroba a vyroba - PoZadavky na 220 Kc

St normy . . . . vé. DPFH
o konstrukci budov podle stupné rizikovosti
TEGORIE ZBOZ1

CSN 73 4201 51838 CSN EN 1826 (831002) - z4i 1998 zobrazit podrobnosti 180 Ké
CSN OHSAS 18002 Biotechnologie - Velkovyroba a vyroba - Postup fizeni surovin vé. DPH

S €SN EN 1619 (831003) - z4H 1998 zobrazit podrobnosti

—Egﬁ E;J;%(:]2004 51840 | Biotechnologie - Velkovyroba a vyroba - Vieobecné pozadavky 180_‘}_{1:
2o : na management a organizaci postupti pro konzervaci kment S
Zelend Gsporam (normy) —
akost CSN EN 12075 (831004) - fijen 1998 zobrazit podrobnosti
= . . y - 220 K&
Stavebni normy 53816 | Biotechnologie - Velkovyroba a vyroba - Postupy pro o
Pozarni normy fermentaci a zpracovani EHER

Elektro normy
Vytapéni

€SN EN 12296 (831005) - leden 1999 zobrazit podrobnosti

+, 100%

-




Urovné zabezpeéeni
mikrobiologickych
laboratori

Ridi se normou a jsou celkem &tyfi



CSN 12128

Biotechnologie - Laboratore pro vyzkum, vyvoj
a analyzu - Stupneé zabezpeceni
mikrobiologickych laboratori, zény rizika,
prostory a technické pozadavky na bezpecnost

» pochazi ze zari 1999
> je ceskou verzi evropské normy EN 12128:1998

Stanovi minimalni bezpecnostni pozadavky na
biologickou bezpecnost, zalozené na principech
prevence a kontroly mikrobiologického rizika pro lidi,
zvirata, rostliny a prostredi, kterym se musi pfizpusobit
zakladani a provoz mikrobiologickych laboratori.




CSN 12128 — pfedmét a oblast pouziti

» minimalni technické pozadavky pro biologickou
bezpecnost v laboratorich ve Ctyrech urovnich
technického zabezpeceni, které jsou primereneé pro
manipulaci s mikroorganismy ruznych rizikovych
skupin

> predevsim se zabyva ochranou pred mikroorganismy,
které predstavuiji riziko pro lidské zdravi

> plati pro mikrobiologické laboratore, ve kterych se
manipuluje s mikroorganismy v oborech
bakteriologie, mykologie, virologie, parazitologie
a/nebo kde se provadeéji genetické modifikace




CSN 12128 — Obsah smérnice

Predmluva

Uvod

1 Predmeét normy a oblast pouziti

2 Normativni odkazy

3 Terminy a definice

4 Tridéni urovni technického zabezpeceni

5 Laborator s urovni 1 technického zabezpeéeni (UTZ 1)
6 Laborator s urovni 2 technického zabezpeéeni (UTZ 2)
7 Laborator s urovni 3 technického zabezpeéeni (UTZ 3
8 Laborator s urovni 4 technického zabezpeéeni (UTZ 4)

Priloha A (informativni) Smérnice pro prostorové pozadavky a
rozmery

Priloha B (informativni) Metoda zkousky pro stanoveni rozdilu
tlaku

Priloha C (informativni) Bibliografie




Laboratoi UTZ 1
Stupen biologického rizika BSL 1

Biologické agens, u kterého neni pravdepodobné
zpusobeni onemocnéni u lidi.

Bacillus subtilis, Naegleria gruberi

Virus hepatitidy pst



Pozadavky na laboratoF UTZ 1

Standardni mikrobiologické postupy
Zadné zvlastni bezpeénostni vybaveni

> Prace na otevireném stole
> Nutna vylevka



Nahled do laboratore UTZ 1




Nahled do laboratore UTZ 1
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Laborator UTZ 2
Stupen biologického rizika BSL 2

Biologické agens, které muize zpusobit onemocnéni u
lidi, mUze byt rizikové pro zdravotnické pracovniky, je
nepravdepodobné rozsireni v komunite, je mozna
profylaxe nebo ucinna lécba.

Bordetella pertussis, Chlamydia pneumoniae,
Corynebacterium diphtheriae, Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae, Legionella pneumophila,
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium avium

Orthomyxoviridae: Virus chripky A,B,C; Herpesviridae:
Epstein-Barrové virus (EBV), lidsky cytomegalovirus (CMV),
virus varicely-zosteru; rhinoviry; Poxviridae: cow pox,
elephant pox, rabbit pox



Pozadavky na laborator UTZ 2

Omezeny pristup, Oznaceni ,,Biohazard“, ,,Prisna“
bezpecnostni opatreni, Manual pro dekontaminace

Primarnimi bariérami jsou laminarni boxy tridy | nebo li
nebo jina ochranna zarizeni ve kterych se provadi
veskeré manipulace a agens, ktera mohou splichat
nebo vytvaret aerosoly obsahujici infekCni material.

Osobni ochranné pomucky = plast, rukavice, ochrana
obliceje, pokud je to treba.

> UTZ1
> Autoklav



Nahled do laboratofe UTZ 2




Nahled do laboratofe UTZ 2




Laboratoi UTZ 3
Stupen biologického rizika BSL 3

Biologické agens, které muze vyvolat tézké onemocnéni
u lidi, predstavuje vyznamneé riziko pro pracovniky,
muze se rozsirit do komunity, existuje profylaxe a
ucinna lécha.

Bacillus anthracis, Chlamydia psittaci (aviarni kmeny),
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis

Bunyaviridae; virus dengue; hantaviry: korejska
hemoragicka horecka, virus Seoul; virus monkey pox



PoZadavky na laboratoi UTZ 3

Kontrolovany pristup, dekontaminace veskerych
odpadu, dekontaminace laboratornich odévu pred
pranim.

Primarnimi bariérami jsou laminarni boxy tridy | nebo li
nebo jina ochranna zarizeni ve kterych se provadi
veskeré otevrené manipulace s agens.

Osobni ochranné pomucky = plast’, rukavice a ochrana
dychacich cest, pokud je to treba.

>
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UTZ 2

Fyzické oddéleni od vstupniho koridoru
Samouzaviraci systém, pristup pres dvoje dvere
Odvadeny vzduch nesmi byt recirkulovan
Laboratorni prostor podtlakovany — negativni tlak



Nahled do laboratoie UTZ 3




Nahled do laboratofe UTZ 3




Box s odtahem




A Jak to asi funguje?




Kourovy test




Prokladaci autoklav




A hura do sprchy




Brnenska UTZ 3 zvenci




UTZ 3 zvenci
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Brnenska UTZ 3 na pocatku

R Saan _ — - |
N - = st v l’mm' ; ! |
Il /

' 1l
" - 1 [
| ‘l>
= i
o N o - 2
.
4




Nadseni po uspésne kolaudaci

—




LaboratoF UTZ 4
Stupen biologického rizika BSL 4

Biologické agens, které je schopno vyvolat tezke
onemocneni u clovéeka, predstavuje vyznamne riziko
pro pracovniky, je vysoke riziko pro sireni do komunity,
neni dostupna profylaxe a lécbha.

Mycobacterium tuberculosis - MDR kmeny;

Arenaviridae: virus horecky lassa, Tacaribe complex,
arenaviry Noveho sveta: Junin, Guanarito, Sabia, Machupo;
Nairovirus (krymsko-konzska hemoragicka horecka);
Filoviridae: virus eboly, virus Marburské horecky;
Poxviridae: virus varioly; Coronaviridae: SARS-CoV (Severe
acute respiratory syndrome)



Pozadavky na laboratoF UTZ 4

Pred vstupem vymeéna obleceni, Sprcha na vystupu, na
vystupu dekontaminace vsech materialu.

Primarni bariéry: vSechny postupy musi byt provadény
v laminarnim boxu tridy lll nebo v celotéelovych
pretlakovych (pozitivni tlak) skafandrech se
samostatnym privodem vzduchu v kombinaci s
laminarnimi boxy tridy | nebo II.

> UTZ3
> 0Oddelena budova nebo izolovana zoéna

» Samostatny privod a odvod, vakuovy a
dekontaminacni systém

» Dalsi pozadavky podle smérnice



Nahled do laboratoie UTZ 4




A kam se radi virus HIV? }




CSN 12741

Biotechnologie - Laboratore pro vyzkum, vyvoj
a analyzu - Pokyny pro biotechnologicke
laboratorni postupy

» pochazi z cervna 2000
> je ceskou verzi evropské normy EN 12741:1999

Poskytuje pokyny pro praxi pri biotechnologickych
postupech ve vyzkumnych, vyvojovych a analytickych
laboratorich s urovni technického zabezpeceni 1, 2, 3 a
4 (viz CSN 12128)



CSN 12741 — Obsah smérnice

1 - Predmeét normy a oblast pouziti

2 - Normativni odkazy

3 - Terminy a definice,

4 - Zakladni praxe v biotechnologickych laboratorich

5 - Laboratorni praxe pri manipulaci s mikroorganismy
v jednotlivych urovnich technického zabezpeceni

6 - Zneskodnovani odpadu a odpadnich kapalin
7 - Zdravotni a Iékarsky dohled

8 - Postup pri laboratornich nehodach

9 - Ci§téni a udrzba

10 - Dekontaminace



Nakladani s GMM

COME ON ... 7RY /T/
IT CAN'T HURT Ypu
JUST TO TRY IT...
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Zakon ¢. 78/2004 Sb.

Smernice Evropského parlamentu a Rady
2001/18/ES ze dne 12.3. 2001

Smernice Rady 90/219/EHS ze dne 23. dubna 1990
Smérnice Rady 98/81/ES ze dne 26. rijna 1998



Geneticky modifikovany organismus

Zakon c. 78/2004 Sb.

Smeérnice Evropského parlamentu a Rady
2001/18/ES ze dne 12.3. 2001

Organismus, kromeé cloveka, jehoz dedicny
material byl zménen genetickou
modifikaci provedenou nekterym z
technickych postupu stanovenych v bodu
1 prilohy €. 1 k tomuto zakonu




Geneticky produkt

Jakakoli vec obsahujici jeden nebo vice
geneticky modifikovanych organismu,
ktera byla vyrobena nebo jinak ziskana
bez ohledu na stupen jejiho zpracovani a
je urcena k uvedeni do obéhu




S GMO se naklada

1) Uzavrené nakladani = v uzavrenéem
prostoru, napr. v laboratorich

2) Uvadeni do zivotniho prostredi = mimo
uzavreny prostor, napr. polni pokusy

3) Uvadeni do obehu = uplathé nebo
bezuplatné predani nebo nabidnuti jiné
osobeé, napr. prodej v supermarketu



Pro nakladani s GMO plati

1) Princip predbéezné opatrnosti = chranit
zdravi lidi, zvirat, slozky zivotniho
prostredi a biologickou rozmanitost

2) Nutno dodrzovat podminky uvedené na
obalu nebo pruvodnim listu

3) Kdo chce s GMO nakladat, musi ziskat
povoleni MZP, vyjadruje se i MZd



Kategorie rizika

1. kategorie

» bez rizika nebo riziko zanedbatelné pro zdravi
nebo zivotni prostredi (vetsina laboratori)

2. kategorie

» nizké riziko snadno odstranitelné (laboratore s
produkci rekombinantnich proteint)

3. kategorie

» riziko odstranitelné jen narocnymi zasahy

4. kategorie
> vysoke riziko



Kde se dozvim vic ?

Ministerstvo zivotniho prostredi

http://www.mzp.cz/cz/geneticky _modifikovane organismy

Czech Biosafety Clearing House

Legislativa, kontakty, schvalovaci proces v CR

http://www.mzp.cz/biosafety



Biologicky zakon



Statni ustav pro jadernou
bezpecnost ?

http://www.sujb.cz/

Oddeleni pro kontrolu zakazu biologickych zbrani

» vykon statniho dozoru nad dodrzovanim ustanoveni
zakona €. 281/2002 Sb., a jeho provadeci vyhlasky c.
474/2002 Sb.

» Kazdy, kdo naklada s biologickymi agens nebo toxiny
uvedenymi v prilohach vyhlasky €. 474/2002 Sb., je
povinen (podle druhu biologického agens nebo
toxinu) bud’ mit povoleni k nakladani od SUJB nebo
nakladani pouze ohlasi.



Biologicky zakon
ZAKON ¢&. 281/2002 Sb.

O nekterych opatrenich souvisejicich se zakazem
bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani a
0 zmeéneé zivhostenskeho zakona

Zmeéna: 186/2004 Sb.
Zmeéna: 413/2005 Sb.
Zmeéna: 296/2007 Sb.
Zmeéna: 124/2008 Sb.
Zmeéna: 223/2009 Sb.
Zmeéna: 227/2009 Sb.



Biologicka agens a toxiny
Vysoce rizikove

» opi€i B virus, Sin Nombre virus, virus bilych nestovic,
virus Dengue, virus Ebola, virus Hantaan, virus
horecky Lassa

» Bacillus anthracis, Brucella melitensis Clostridium
botulinum, Francisella tularensis, Chlamydia psittaci,
Salmonella typhi, Shigella dysenteriae Typ 1, Vibrio
cholerae, Yersinia pestis, ...

» Riketsie - Bartonella quintana (Rochalimea quintana,
Rickettsia quintana), Coxiella burnetii, Rickettsia
prowazekii, Rickettsia rickettsii

» Patogeny zivocichl i rostlin
» GMM



Biologicka agens a toxiny
Rizikove

» Virus hepatitidy B, C, D, E, G a nezjisténé, virus
klistove encefalitidy, ...

» Brucella melitensis, biovar Canis, Clostridium tetani,
Legionella pneumophilia, Mycobacterium africanum,
bovis (s vyjimkou kmene BCG), leprae, microti,
tuberculosis, ulcerans, Xanthomonas albilineans,
Xanthomonas campestris pv. Citri, Yersinia
pseudotuberculosis

> Rada riketsii
> GMM



Umluva

Umluva o zakazu vyvoje, vyroby a hromadéni
zasob bakteriologickych (biologickych) a
toxinovych zbrani a o jejich zniceni

» Podepsana 10. dubna 1972 v
Moskveé, Londyné a
Washingtonu

> V platnost vstoupila 26. brezna

1975 AMNOHO S

> Verifikaéniho protokolu ale ZEMlilv{g:,O... & |

nebylo nikdy dosazeno!




Akreditace mikrobiologickeé
laboratore



Akreditace laboratore
CESKY INSTITUT PRO AKREDITACI, o. p. s.

http://www.cal.cz/

CSN EN ISO/IEC 17025 (015253)
CSN EN ISO/IEC 15189 (855101)
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Dalsi cinnosti CIA
Zkus$ebni laboratoie (CSN EN ISO/IEC 17025:2005, CSN EN ISO
15189:2007 — specialné pro zdravotnické laboratore)

Kalibraéni laboratoie (CSN EN ISO/IEC 17025:2005)

Certifikacni organy provadejici certifikaci systému jakosti, ...
(CSN EN ISO/IEC 17021:2007)

Certifikacni organy certifikujici produkty vc. procesu a sluzeb
(CSN EN 45011:1998) Ovérovatelé emisi sklenikovych plynu (CSN
EN 45011:1998, zakon €. 695/2004 Sb. a vyhlaska ¢. 12/2009 Sb.)

Certifikaéni organy provadéjici certifikaci osob (CSN EN ISO/IEC
17024:2003)

Inspekéni organy (CSN EN ISO/IEC 17020:2005)
Poskytovatele zkouseni zpUsobilosti (CSN EN ISO/IEC 17043)

Environmentalni ovérovatele programu EMAS a dohled nad
zahrani¢énimi environmentalnimi ovérovateli (narizeni ES €.
1221/2009)




Co je to akreditace zdravotnicke
laboratore?

Posouzeni shody zavedeného systému managementu
kvality laboratore se vsemi kritérii mezinarodni normy
ISO 15189, resp. ISO/IEC 17025

» Je-li shoda, pak laborator obdrzi Osvedceni o
akreditaci, které je dokumentem potvrzujicim
zpusobilost zdravotnické laboratore k provadéni
vySetieni a odbéru primarnich vzorkii

> Nedilnou soucasti posuzovani zadatell o akreditaci
je i primé sledovani jejich cinnosti v miste jejich
pusobnosti a posuzovani vySetieni predvadénych za
provozu




Norma CSN EN ISO 17025 (015253)

Posuzovani shody - VSeobecné pozadavky na
zpusobilost zkuSebnich a kalibra¢nich
laboratori

» Slouzi téz k akreditaci mikrobiologickych
laboratori narodnimi organizacemi

> Plati od listopadu 2005

Je navazana na normu ISO 9001:2000



Co obsahuje CSN EN 1SO 17025

Veskeré pozadavky na zkusebni a kalibracni
laboratore, které musi tyto pinit, pokud chteji
prokazat, ze provozuji

a) system managementu
b) jsou odborné zpusobilé

Cc) Jsou schopny poskytovat technicky
platné vysledky



Norma CSN EN ISO 15189 (855101)

Zdravotnicke laboratore - Zvlastni pozadavky
na kvalitu a zpusobilost

» Vychazi z normy ISO/IEC 17025
» Platna od listopadu 2007

Uvadi pozadavky na zpusobilost a kvalitu
zdravotnickych laboratori



Co obsahuje CSN EN 1SO 15189

Sluzby zdravotnickeé laboratore jsou zakladem
péce o pacienta

Laborator musi byt pripravena splnit pozadavky
vSech pacientu i klinického personalu
odpovedného za péci o pacienty

Sluzby = organizace prijmu, identifikace a priprava
pacienta, odbeér, dopravu, skladovani, zpracovani a
vySetirovani klinickych vzorku, nasledné ovéreni,
Interpretace, predkladani zprav a poradenska cinnost, a

navic hodnoceni bezpecnosti a etiky prace zdravotnickeé
laboratore.



¢SN EN ISO 9001 (010321)

Systémy managementu kvality - Pozadavky

> Platna od kvetna 2009

V této normeé jsou specifikovany pozadavky na
systém managementu jakosti v pripadech, kdy
organizace potrebuje prokazat svoji schopnost
trvale poskytovat vyrobek, ktery splnuje
pozadavky zakaznika a prislusné pozadavky
predpist a kdy ma v umyslu zvySovat
spokojenost zakaznika, a to efektivni aplikaci
tohoto systému, v€éetné procesu pro jeho
neustalé zlepsovani.



Spravna laboratorni praxe

CSN EN ISO 7218 (560103)

Mikrobiologie potravin a krmiv - VsSeobecné pozadavky
a doporuceni pro mikrobiologické zkouseni

» vsSeobecné pozadavky a doporuceni urcené pro
a) prukaz a stanoveni po¢tu mikroorganismu;

b) spravnou laboratorni praxi v mikrobiologickych
laboratorich

c)navod pro akreditaci mikrobiologickych
laboratori

> lze vyuzit celou nebo castecné jako specifikujici
technické pozadavky v souladu s Prilohou B normy
EN ISO/IEC 17025



EN ISO 7218

kalibrace a overovani funkcnosti u vsech
pristroju a zarizeni

u vybranych pristroju navic vstupni validace
a revalidace

validace mikrobiologickych metod
podminky identifikace cilovych
mikroorganismu za pouziti sad
miniaturizovanych biochemickych testu a
genovych sond

interni a externi hodnoceni kvality



Diagnosticka laborator

provadejici PCR



Struktura diagnostické laboratore

1) Priprava reagencii - pretlak

2) Priprava vzorku - pretlak

3) Nastaveni reakce a PCR - pretlak
4) Analyza produktul - podtlak



Work flow v diagnostickeé laboratori

coats

Dedicated
staff Workflow B
+
Reagent Specimen Reaction Product
preparation preparation set-up and analysis
amplification
Airflow Airflow Airflow
— f — f — f Airflow
- Vestibule | — Vestibule | — Vestibule | =
= \\ = \\ = \\ = \1
Dedicated hallway Workflow —>




Zjednodusené schema

Work Flow —=
Preamplification Areas Postamplification Area
Area 1 : Area 2 Area 3
1. Reagent Preparation ., 2. Specimen Preparation 4. Amplification

' 3. Amplification Setup 5. Detection/Product Analysis




Zakladni pravidla

1) Fyzické oddéleni preamplifikacni a postamplifikacni
zony

2) Jednosmeérny tok prace

3) Pohyb vzorkt i osob smérem od prostor bez

produktu amplifikace k analytické zéné v ramci
pracovniho dne

4) Samostatna laborator pro pripravu reagencii, jejich
alikvotovani a uskladnéni

5) Minimalizace transportu aerosolu kontrolovanym
proudénim vzduchu, vstupy pres dvoje dvere a
dekontaminaci UV



Laborator pripravy reagencii
Neni nezbytné nutna, pokud se pracuje s
komercnimi preparaty

» Samostatné vybaveni Casto Cistené a kalibrovane

» Pouzivani jednorazovych pomucek

» Vyrobené MasterMixy testovat na
a) nepritomnost kontaminant v alespon 10 vzorcich

b) senzitivitu pomoci PK s nizkym poctem matrici

V této laboratori se nesmi skladovat vzorky pozitivnich
kontrol!



Laborator pripravy vzorku

Vychozi bod klinického testovani

» Samostatné obleceni a pristrojové vybaveni

» Je vhodné zapocit pracovni den v této laboratori a
pak se presouvat dal po smeéru toku prace

» Prace v biohazard boxech, Casta vyména rukavic
(dva pary!)
» Centrifugy s tésnénim proti aerosolum

» POZOR na bezpecné uzavreni zkumavek pri inkubaci!

V této laboratori je mozno skladovat mala mnozstvi
zredénych vzorku pozitivnich kontrol



Laborator nastaveni reakce a PCR

Lze vyuzit prostoru v laboratori pro pripravu
vzorku — UV lampa!

> Pipetovani vzorku Spickami s filtrem

» Nejprve alikvotovat MasterMix, pak zavrit zkumavky a
pak samostatné pridavat DNA ze vzorku

» Vzorky, potom PK, potom NK a amplifikacni NK

» Pozor na aerosoly pri otevirani zkumavek (kousky
sterilni gazy)!

» Pozor na otevreni zkumavek béhem a po PCR

Pravidelné kontrolujte teplotni parametry termocykleru!



Laborator analyzy produktu

Koncovy bod diagnosticke laboratore

> Zadné dvoijité dvere — je zde velky pohyb osob —
mohou byt porad otevreneée

» Podtlakova mistnost (negative pressure), vystup ven
Zz budovy

» Cokoli, co pochazi z teto laboratore je potencialne
kontaminuijici!

> Pristroje se pravidelné otiraji 10% okyslicovadlem (30
min. expozice) a pak omyty vodou

Dbejte na dodrzovani SLP protokolu!



Metody zkouseni

http://www.szu.cz/metody-zkouseni

1) Metody pro oblast potravinarstvi

2) Testovani kosmetickych pripravku

3) Vnitrni ovzdusi a prostredi

4) Metody pro testovani antimikrobialni
ucinnosti predmétu

5) Metody pro testovani ucinku dezinfekcnich
prostredku



Metody zkouseni



Mezinarodni standardy

ISO (International Organization for
Standardization) pripravuje dokumenty
definujici presné postupy pri diagnostikovani
infekCnich agens

ISO 20837: Microbiology of food and animal feeding
stuffs — PCR for detection of food-borne pathogens —
Requirements for sample preparation for qualitative
detection

ISO 20838: Microbiology of food and animal feeding
stuffs — PCR for detection of food-borne pathogens —
Requirements for amplification and detection for
gualitative methods




Dalsi standardy

CSN 56 0100 (560100)
Mikrobiologické zkouseni pozivatin, predmétu bézného
uzivani a prostredi potravinarskych provozoven, 1970

CSN 57 0101 (570101)

Mikrobiologické zkouseni mléka a mléénych vyrobku,
1964

CSN 57 0155 (570155)

Mikrobiologické zkouSeni masa, masnych vyrobku a
masovych konzerv, 1965



Mezilaboratorni testy

Organizovany Narodnimi referencnimi
laboratoremi, Statniho zdravotniho ustavu

-Expertni skupina pro zkouseni zpusobilosti

http://www.szu.cz/espt

Plan zkousek na rok 2012 najdete na

http://www.szu.cz/uploads/documents/CLC/ESPT/doku
menty/plan_ESPT_ 2012.pdf



Zjistete, pro ktere viry jsou provadeny
mezilaboratorni testy?

1) Sérologie — EB virus, cytomegalovirus,
lymeska boreliéza, HBV, HCV, HIV, respiracni
viry, enteroviry, HSV, varicella-zoster virus,
papilomaviry, herpeticke viry, klistova
encefalitida

2) DNA - HBYV, HCV, cytomegalovirus, HSV,
varicella-zoster




Mezinarodni mezilaboratorni testy

QCMD =
http://iwww.qgcmd.org/ (G
| - —

Quality Control for Molecular Diagnostics

» Nezavisla mezinarodni organizace poskytujici
kontrolni vzorky pro molekularni diagnostiku
puvodcl onemocnéni

&) Viral EQA
11.‘

V/ Specialist EQA

"{; Fungal EQA

V/ Parasitic EQA




Mezinarodni mezilaboratorni testy

INSTAND

http://www.instandev.de/ gl
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Institute for Standardization and
Documentation in Medical Laboratories

@

INSTAND . V. =358

Program

Suraremant

» Pisi historii od roku 1936

» Maji vlastni referencni
laboratore



In vitro diagnosticke soupravy
Narizeni viady ¢. 223/2012

Narizeni viady, kterym se meni narizeni viady C.
453/2004 Sh., kterym se stanovi technické
pozadavky na diagnostické zdravotnické
prostredky in vitro, ve znéni narizeni viady C.
246/2009 Sb., €. 67/2011



V V V

Obsah narizeni viady c. 453/2004
ve znéni 223/2012

Popisuje, jakym zpusobem se vyrabéji tzv.
diagnosticke prostredky in vitro

Kdo muze vyrabét
Jaké podminky vyroby musi vyrobce dodrzet

Jaké jsou podminky prodeje a sledovani
vyrobku

Jaky je zpusob komunikace s notifikovanou
osobou a statnimi organy

Co delat, kdyz nastane nejaky probléem
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Seznam dokumentace

Vyrobni dokumentace
Stabilitni studie
Srovnavaci studie

Zakladni pozadavky
Analyza rizik
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Prohlédnete si predlozene
firemni dokumenty, ale méjte na
paméti, ze jsou tajné ©
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Notifikovana osoba
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Posledni ukol: Zjistete, do jaké kategorie
in vitro diagnostik patri zminena souprava
na detekci Chlamydia trachomatis

Kategorie D




Dalsi dulezité zakony a smérnice |

1) Laboratory Biosafety Manual. Second edition. WHO, Geneva
1993.

2) International Regulations for Packaging and Shipping of
Microorganisms. European Biological Resource Centres
Network 2006.

3) CSN EN 12740. Biotechnologie — Laboratofe pro vyzkum, vyvoj
a analyzu — Pokyny pro nakladani s odpady, jejich
zneskodnovani a zkouseni. Cerven 2000.

4) Smeérnice ministerstva ¢. 49/1967 Véstniku MZd, o posuzovani
zdravotni zpusobilosti k praci

5) Zakon ¢. 258/2000 Sb. O ochraneé verejného zdravi ve znéni
pozdéjsSich pravnich predpisu (274/2008 Sh.)

6) Narizeni viady ¢. 178/2001 Sb., kterym se stanovi podminky
ochrany zdravi zaméstnancu pri praci, v platném znéni.



Dalsi dulezité zakony a smérnice Il

7) Vyhlaska MZ CR 6/2003 Sb., kterou se stanovi hygienické
limity chemickych, fyzikalnich a biologickych ukazatelli pro
vhnitrni prostredi pobytovych mistnosti nékterych staveb.

8) Vyhlaska MZ CR 432/2003 Sb., kterou se stanovi podminky pro
zarazovani praci do kategorii, limitni hodnoty ukazatel
biologickych expozic¢nich testill, podminky odbéru
biologického materialu pro provadeni biologickych
expozicnich testl a nalezitosti hlaseni praci s azbestem a
biologickymi Ciniteli.

9) Vyhlaska MZ CR 288/2003 Sb., kterou se stanovi prace a
pracoviste, které jsou zakazany téhotnym zenam, kojicim
matkam, matkach do konce 9. mésice po porodu a mladistvym,
a podminky, za nichz mohou mladistvi vyjimecne tyto prace
konat z dlivodu pfipravy na povolani

10) Zakon 262/2006 Sb., zakonik prace.

11) Vyhlaska €. 5372006 Sb. o ockovani proti infekEnim nemocem v
plathém znéni.



Shrnuti

1) Co vSechno musi mikrobiologicka laborator
dodrzet

2) Urovné zabezpeéeni mikrobiologickych
laboratori

3) Nakladani s GMM

4) Biologicky zakon

5) Akreditace mikrobiologickeé laboratore

6) Struktura diagnosticke laboratore pro PCR

7) Metody zkouseni

8) In vitro diagnosticke soupravy



