€ Lectia 8. IZOLARE SI ALTE PRECAUTII PRIVIND
ACTIVITATILE CU ORGANISME MODIFICATE GENETIC
; iN CONDITII DE LABORATOR

Continut:

1. Tehnici si practici pentru activitatile cu microorganisme/
organisme modificate genetic

2. Evaluarea hazardului asociat cu OMG

3. Tulpini de microorganisme utilizate in obtinerea MMG.
Bariere biologice de izolare



BITEHNICI SI PRACTICI PENTRU ACTIVITATILE CU
MICROORGANISME/ ORGANISME MODIFICATE GENETIC

In conformitate cu Legea privind securitatea biologicd (nationald), sunt 4 clase de risc
pentru activitatile cu microorganisme/ organisme modificate genetic in sisteme
izolate in functie de gradul de pericol potential pentru sanatatea umana si mediu

O clasa I: activitati cu risc neglijabil, comparabil cu riscul de utilizare a
microorganismelor nepatogene, sau fara risc

O clasa II: activititi cu risc scazut, comparabil cu riscul de utilizare a microorganismelor
conventional patogene

 clasa III: activitati cu risc moderat, comparabil cu riscul de utilizare a
microorganismelor potential capabile sa transmita infectii

O clasa IV: activitati cu risc agravat, comparabil cu riscul de utilizare a
microorganismelor capabile sa propage infectii foarte periculoase

Izolare este asigurata prin materiale s1 echipament de 1zolare primara si secundara si
prin respectarea Codului de practici in laboratoarele biologice (tehnici, igiena si

securitatea la locul de munca).
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Stabilirea masurilor de precautie si

Asocierea clasei de risc cerintele minime necesare nivelului
agentului biologic de izolare si protectie (Nivele de

biosiguranta)

 Patogenitatea agentului si doza minima la care apar semnele de infectie
 Consecintele potentiale ale expunerii

O Calea de infectie in conditiile mediului natural

 trasee de infectie, care rezulta din manipularile de laborator (parenterala, aeriene,
ingestie)

Stabilitatea agentului in mediul inconjurator

Concentratia agentului infectios

Prezenta unei gazde adecvate (umana sau animala)

Studii epidemiologice si rapoarte de infectii dobandite in laborator
Disponibilitate unei profilaxii sau interventii terapeutice urgente in caz de accident
Tehnici de laborator (sonicare, generare de aerosoli, centrifugare, etc.)
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PRECAUTII SPECIFICE ACTIVITATILOR IN LABORATOR CU MMG

O Aplicarea barierelor de protectie (manusi, halate, ochelari de protectie);

O Practici si proceduri cu nivelul 2 al biosigurantei;

O Transportul materialului biologic in conformitate cu reglementirile in vigoare la
nivel national si/sau international.




TRASEE DE INFECTIE iN LABORATOR

Qinhalarea aerosolilor

UlIngerare - nerespectarea regulilor de igiena

O Expunere parenterala - patrunderea accidentala prin piele (rani,
intepaturi, muscaturi)

dTesut conjunctiv (inclusiv ochii, interiorul gurii si nasului etc.); ochiul
fiind foarte vascularizat reprezinta o cale importanta de contaminare.

MASURI DE PRECAUTIE PRIVIND EVITAREA CONTAMINARII DIRECTE
PRIN PIELE, OCHI SAU INGESTIE

Strict interzis:

U Consumul de alimente

UFumatul

UDepozitarea produselor alimentare in laboratoare
UAplicarea produselor cosmetice (machiaj)

UMainile potential contaminate trebuie sa fie tinute departe de fata, gura, ochi etc.
UNu se recomanda ca stilouri, creioane, guma de mestecat sau alt obiect prezent in
laborator sa fie ,introdus in gura”

UMainile trebuie sa fie spalate minutios cu apa si sapun timp de 30 secunde cat mai
frecvent posibil, inclusiv si dupa dezbracarea manusilor. Se usuca cu servetele de
unica folosinta sau cu aer cald




Echipamentul si Vestimentatia de Protectie personala, EPP

Laboratorul cu nivelul 1 si 2 de biosiguranta

U Capotele, halatele, manusile corespunzatoare sunt obligatorii, acestea se
pastreaza separat in dulapuri prevazute

U Ochelarii de siguranta, ecranele faciale ocazional — protectie fata de sursele
de radiatii artificiale ultraviolete

QEste interzis a purta EPP in afara laboratorului, de exemplu in cantine,
cafenele, birouri, biblioteci etc.

U Nu se poarta incaltamintea in care degetele nu sunt protejate

Laboratorul cu nivelul 3 de biosiguranta

UEPP trebuie sa fie complet - halate de jur imprejur, incheiate la spate, piese

de acoperire a capului si, daca este cazul, huse pentru incaltaminte sau pantofi
speciali.

Qimbracamintea de protectie de laborator trebuie sa fie decontaminata nainte
de a fi spalata.

Laboratorul cu nivelul 4 de biosiguranta

O Schimbarea completa a imbracamintei si incaltamintei este necesara, inainte
de intrarea si la iesirea din laborator.




Reguli de utilizare a pipetelor si mijloacelor de pipetare

Pipetarea se realizeaza cu pipete automate sau pipete
inzestrate cu para de cauciuc

Materialele infectioase nu se omogenizeaza prin aspirare Si
expulzare repetata

dTransferul de lichide se face prin contactul tip-ului (varf) pe
suprafata peretilor interni ai eprubetei

dLichidul nu se elimina fortat din pipete, picaturile ramase se
inlatura odata cu tip-urile care nu se reutilizeaza

dPipetele se decontamineaza prin imersie completa intr-un
dezinfectant corespunzator

dContainerul prevazut pentru eliminarea varfurilor de la
pipete trebuie sa fie amplasat in cabina de siguranta biologica
si nu in afara acesteia

dPrezenta pe suprafata de lucru a unui material absorbant
poate evita dispersia materialului infectios in timpul pipetarii;
va fi eliminat ca deseu cu hazard dupa utilizare
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Reguli de utilizare a acelor, seringilor si altor obiecte ascutite

QEliminareal/transferul acului contaminat la o alta
seringa are loc cu ajutorul unui dispozitiv mecanic
sau un forceps

dUn tampon umezit cu dezinfectant trebuie sa fie
plasat pe varful de ac, atunci cand este inlaturat
aerul din seringa

Utilizarea cabinei de siguranta in toate cazurile
posibile

dUn recipient pentru obiecte ascutite trebuie sa fie
amplasat aproape de zona de lucru

JReducerea activitatilor care prevad utilizarea de
ace si seringi

Acele nu se reutilizeaza si sunt eliminate ca
deseuri in recipiente impermeabile si rezistente la
intepaturi

dSe recomanda utilizarea pipetelor Pasteur din
masa plastica in locul celor din sticla




Reguli de utilizare a omogenizatoarelor, agitatoarelor

sl sonicatoarelor

dVesela de masa plastica, in special de
politetrafluoroetilena (PTFE) este recomandata

dOmogenizatoarele, agitatoarele si
sonicatoarele trebuie sa fie acoperite de o
carcasa din plastic transparent, detasabil (pentru
dezinfectare)

Protectie auditiva trebuie sa fie prevazuta ‘
pentru persoanele care utilizeaza sonicatoare :

Recipientul malaxorului se va deschide in CBS, -
peste 1 min. cel putin pentru a se aseza
aerosolii. Se recomanda acoperirea malaxorului
in timpul utilizarii cu un prosop umectat in
dezinfectant

Rasnitele din material plastic sunt mai sigure si
se recomanda utilizarea lor in CBS. Se supun
decontaminarii, dupa utilizare




Reguli de utilizare a CSB

dPanoul de sticla frontal trebuie sa fie inchis in timpul efectuarii experientelor
ONumarul aparatelor/materialelor in interior trebuie sa fie minim
QGrila din spate pentru exhaustarea aerului nu trebuie sa fie blocata

dVentilatorul trebuie sa functioneze timp de 5-10 min., inainte de inceperea
activitatii si dupa finalizarea acesteia

OActivitatea se efectueaza la mijlocul suprafetei de lucru a CSB. Se
recomanda miscarea lenta a bratelor perpendicular la deschiderea frontala

dManipularile asupra probei din interiorul CSB trebuie sa inceapa cu 1 minut
mai tarziu (poate fi diferite intervale de timp in finctie de CSB ) dupa fixarea
mainii pe suprafata de lucru pentru a permite cabinei sa ajusteze si sa “inlature”
aerul de pe suprafata mainilor

QAlte activitati in apropierea imediata a CSB se reduc la minim.
dSuprafata de lucru a CSB se dezinfecteaza dupa finalizarea lucrului




NTelstar

Bio I Advance Flus

https://trends.medicalexpo.com/project-433262.html



mp HEPA Filtered Air
=P Contaminated Worksurface Air
= Contaminated Room Air

mwa Air Split

https://drs.illinois.edu/Page/SafetyLibrary/BiologicalSafetyCabinets



- Excess storage of chemicals. |

- Exhaust slots blocked.

- Containers stored within
si¥ inches of face of hood.




Reguli de utilizare a fiolelor ce contin materiale cu biohazard

UFiolele trebuie intotdeauna sa fie deschise in CSB

OPreliminar deschiderii fiolei, se decontamineaza suprafata externa a fiolei
LFiolele sunt mentinute in timpul operarii lor in bumbac imbibat cu alcool
pentru a proteja mainile in caz de spargere a eprubetei

Se traseaza un semn pe tub pentru a localiza pozitia tamponului de bumbac
sau de celuloza, daca este prezent

Qin cazul in care tamponul este mai sus de continutul fiolei, se elimina cu un
forceps steril

Se adauga atent lichid pentru resuspendarea continutului fiolei

Stocarea fiolelor care contin materiale cu biohazard

Se depoziteaza in faza gazoasa, in vase de congelare pe gheata uscata.
Daca sunt scufundate in azot lichid, acestea se pot sparge la scoatere din
container

UE nevoie de precautie in momentul in care fiolele cu material liofilizat sunt
deschise, continutul poate fi sub presiune redusa si patrunderea aerului poate
cauza dispersia materialului in exterior




Masuri de precautie privind evitarea dispersiei

materialului cu biohazard

UAnsele microbiologice de transfer a
materaialului biologic preferabil de unica
folosinta

dAnsele microbiologice de transfer a
materaialului biologic trebui sa aiba in e de inoculare de unics
diametru 2-3 mm iar bratul nu mai mult [olosnts MicrospecT™ din
de 6 cm in lungime

USe utilizeaza microincineratoarele
electrice in defavoarea celor cu flacara
deschisa

Reziduurile cu culturile de
microorganisme sunt introduse in saci
de evacuare de laborator marcati cu
banda de control privind eficienta
autoclavarii.




Reguli de utilizare a frigiderelor si congelatoarelor

UFrigiderele, congelatoarele si lazile de bioxid de
carbon solid (gheata uscata) se decongeleaza si se
curata periodic

UToate recipientele depozitate in frigidere, efc.
trebuie sa fie etichetate cu denumirea stiintifica a
continutului, data depozitarii si numele persoanei care
le-a stocat

UMaterialele neetichetate si  expirate trebuie
autoclavate si eliminate

LUn inventar al continutului congelatorului trebuie sa
fie mentinut

ThermoSafe 450 Dry
Ice Storage




Afise biohazard

Afise biohazard pe recipientele si unitatile
de stocare (frigidere, congelatoare,
incubatoare, recipiente de deseuri, etc.).

Echipamentul contaminat si deseurile
periculoase trebuie sa fie etichetat in
acelasi mod

In cazul in care sunt prezente mai multe
biohazarduri, la alegerea semnului, riscul
pentru om are prioritate fata de pericolele
pentru animale si plante




Practici privind activitatile cu MMG/OMG in conditii izolate de laborator

Laboratorul cu nivelul 1 si 2 de biosiguranta

LEvidenta scrisa a accidentelor cu expuneri la materiale potentiale infectioase
UDecontaminarea deseurilor lichide, inainte de evacuare in sistemul de canalizare.
LDotarea ferestrelor care se deschid cu ecrane de protectie contra artropodelor.
QAmbalarea si transportul materialelor conform regulamentelor nationale si/sau
internationale.

Laboratorul cu nivelul 3 de biosiguranta

Semnul international de avertizare al biohazardului cu indicarea unor conditii speciale
pentru accesul in zona, de ex., imunizarea

LExamenul medical obligatoriu pentru personalul de laborator

Card de confirmare a angajarii in institutie/laborator cu nivelul 3 de biosiguranta, va
servi ca permis de acces in laborator

Laboratorul cu nivelul 4 de biosiguranta

dPrezenta strict obligatorie in laborator a cel putin doua persoane

Personalul care primeste si despacheteaza probele trebuie sa fie constient de riscurile
de sanatate potentiale pentru a reactiona adecvat in situatii de urgenta

O metoda de comunicare in situatii de rutina si de urgenta intre personalul din
laborator si personalul asistent din afara laboratorului.




BIEVALUAREA HAZARDULUI ASOCIAT CU OMG

Activitati de utilizare a OMG in
condifii izolate

Evaluarea riscurilor pentru sanatatesg
umana si mediu
Clase derisc |- IV

NOTIFICARE

Anexa nr. 1 Regulamentul privind autorizarea activitatilor legate de obtinerea,
testarea, utilizarea si comercializarea organismelor modificate genetic



NOTIFICAREA include informatii despre:

caracteristicile generale ale MMG: sursa ADN-ului; natura
secventelor de ADN inserate; gazda s1 vectorul; proteina care va fi
produsa;

[ clasa de risc in care este incadrata utilizarea activitatilor cu OMG
in conditii 1zolate s1 masurile de i1zolare;

1 concluziile studiilor de evaluare a riscurilor pentru sanatatea umana
s1 mediu;

1 metodele de monitorizare si masurile in caz de accident.

AVIZUL Comisiei Nationale pentru Securitatea Biologica

Pozitiv Negativ

)




in evaluarea hazardului asociat cu OMG se analizeaza:

Gena inserata (organismul donor) si produsul de

expresie:

v" Toxine

v Citokinine .

v Hormoni

v Reglator1 a expresiei genelor Nivelul de expresie suficient —

v’ Factori de virulentd sau enhanseri USSR AN S
v" Secvente de gene oncogene
v’ Rezistenta la antibiotice

v' Alergeni

farmacologica/biologica potential
de a provoca daune?

Receptorul / gazda

v" Susceptibilitatea gazdei

v' Patogenitatea gazdei, virulenta si productia de toxine
v Modificarea susei- gazda

v" Statutul imun al receptorului

v" Consecintele expunerii



Modificarea insusirii/gradului de patogenitate existenta/indusa
ca rezultat al modificarii genetice?

Exista o crestere a capacitatii de infectare sau a patogenitatii?

Poate o actiune de silentiere 1n organismul recipient sa fie
anulata ca urmare a inserarii genei straine?

Codifica gena straind un determinant patogen de la un alt
organism?

Qin cazul in care ADN-ul striin include un determinant patogen,

este previzibil ca aceasta gena ar putea contribui la patogenitatea
OMG?

Este disponibil un tratament?

(dVa fi afectata sensibilitatea OMG la antibiotice sau alte forme de
terapie ca urmare a modificari genetice?

[ Este posibila eradicarea organismelor modificate genetic?



Certificarea identitatii microorganismelor
(Se caracterizeaza corect vectorul/insertul - structura si functia in forma in care apare
in MMG

(Se studiaza relatia taxonomica cu microorganismele inrudite, cunoscute si
daunatoare

Se stabileste identitatea culturilor de celule si tesuturi eucariote in conformitate cu
clasificarile internationale recunoscute:
¢ Colectia Americana de Tipuri Celulare (ATCC, American Type Culture Collection)

s*»Federatia mondiala a colectiilor de culturi (WFCC, World Federation of Culture

Collections)
**Organizatia europeana a colectiilor de culturi (ECCO, European Culture Collection

Organization)
http.://www.atcc.ore/: www.wice.nig.ac.jp/wfcc.html; wdem.nig.ac.jp/hpce.html
http.://www.eccosite.org/

Se prezintd rapoarte ce atesta siguranta MMG in baza unor teste anterioare/date
extrase din literatura.

TESTE de confirmare a identitatii MMG
colorare specifica, microscopie electronica, serologie, profiluri nutritionale bazate pe
utilizare sau degradare, izoenzime, proteine, G + C %, amprentele ADN/ARN,

hibridizare secventiere ADN/ARN.



http://www.atcc.org/
http://www.wfcc.nig.ac.jp/wfcc.html
http://www.eccosite.org/

Demonstrarea caracterului nepatogen are la baza urmatoarele
informatii:

tulpina de microorganisme prezinta o deletie stabila de material genetic ce
determina virulenta

Uprezinta mutatii stabile recunoscute ca reduc suficient virulenta demonstrata prin
teste de patogenitate, analiza genetica

se considera riscul de reversie al unei mutatii genice pentru orice eveniment de
transformare ulterior

O evitarea utilizarii unui vector/insert cu secvente codificatoare pentru caractere
daunatoare in anumite microorganisme, chiar daca nu confera MMG final un
fenotip susceptibil de a genera maladii la oameni, animale si plante

ceea ce este valabil pentru un organism gazda nu se poate aplica automat si altor
gazde. Fenotipul exprimat dupa insertia unui vector poate depinde de organismul
receptor.

(materialul modificat genetic nu trebuie sa fie autotransmisibil sau transferabil cu
o frecventa mai ridicata decat cea a genelor microorganismului receptor sau
parental.

in cazul unei eliberari semnificative si neintentionate in mediu MMG nu trebuie
sa aiba efecte adverse, imediate sau intarziate asupra mediului.



.MICROORGANISME UTILIZATE iN OBTINEREA MMG.
BARIERE BIOLOGICE DE IZOLARE

Tulpinile receptoare de microorganisme utilizate in obtinerea MMG pot fi:

U Derivate de tulpini bacteriene suficient inactivate ("incapacitate"), a
caror crestere si supravietuire depinde de aportul de nutrienti doar in
mediul de cultura si care nu sunt prezenti la om sau in mediul extern

U Tipuri salbatice nepatogene cu nise ecologice extrem de specializate,
a caror diseminare accidentala ar avea un impact minim asupra mediului

O Tulpini foarte raspandite, dar inofensive, astfel incat o diseminare
accidentala ar avea consecinte minime pentru om, animale si plante (de
exemplu, bacteriile lactice, rizobacterii, extremo-termofile, bacterii sau
fungi producenti de antibiotice).



Particularitati de siguranta a unor vectori utilizati in transgeneza

Plasmida pUCI18 este folosita frecvent ca vector de clonare in combinatie cu celule

de Escherichia coli K12.

B Plasmida pUCI18 si derivatele sale sunt secventiate integral.

B F coli KI2 este lipsita de genele care confera patogenitate, nu poate coloniza
intestinul oamenilor sau al animalelor.

Experimentele de inginerie genetica cu E. coli K12/pUCI18 pot f1 efectuate la nivelul
1 de biosecuritate cu conditia ca produsele de expresie a ADN-ului strdin inserat nu

necesita niveluri de biosecuritate mai ridicate.
1

Adenovirusurile utilizate in transferul genelor nu contin genele implicate in replicarea
virusului, insa stocurile unor astfel de vectori pot fi contaminate cu virusuri capabile de
replicare, generafi prin evenimente de recombinare spontane, sau pot fi rezultatul
purificarii insuficiente. Astfel, se recomanda ca acesti vectori sa fie manipulati la un
nivel de biosecuritate similar celui atribuit adenovirusului din care sunt derivati.

Pentru virusurile din grupul 2 de risc utilizati pentru studiile de infectare sau
transmitere la animale este recomandat nivelul 3 de izolare.

De exemplu: agentii grupului 3 de risc: virusul encefalomielitei venezueliane §i febrei
galbene trebuie sa fie realizate la ???? de izolare in cazul experimentelor de infectare
si modul de transmitere la animale.



Concluzie:
niveluri superioare de biosecuritate sunt necesare atunci cand:

-Expresia ADN-lui derivat de la organisme patogene poate
creste virulenta OMG-ului

- Secventele de ADN inserate nu sunt bine caracterizate

- Produsele genice au activitate farmacologica potentiala

- Produsele de expresie reprezinta toxine



Bariere biologice de izolare

Biosecuritatea utilizarii OMG

Bariere fizice 4——1——> Bariere biologice

Practici standard

Vectorul recombinat si gazda in care este propagat in conditii de
laborator - TOT INTREG

Combinatia vector - gazda —> posibilitati minime de "evadare"
‘)
(] supravietuirea vectorului in gazda sa in afara conditiilor de laborator
O posibilitatea transferului vectorului din gazda unde se multiplica la alte gazde

prezente in mediul extern

Modificarea genetica nu trebuie sa creasca stabilitatea OMG fata de non- OMG
din mediu



Exemple de bariere biologice de izolare, procariote

Sistemele certificate Gazda-Vector de tip 1 asigurd un nivel mediu de izolare.
Escherichia coli K-12 (EK1) - gazdd in combinatie cu vectori - plasmide non-
conjugante - pSC101, ColEl, variante de bacteriofagi, fagul lambda.

Bacillus subtilis (susele/tulpinele RUB 331 si BGSC 1S53) cu urmatoarele plasmide-
vectori: pUBI110, pC194, pS194, pSA2100, pE194, pT127, pUB112, pC221, pC223 si
pAB124.

Sistemele Gazda-Vector de tip 2 asigurda un nivel ridicat de izolare biologica
demonstrat prin teste de laborator.

Escherichia coli K-12 (EK2) la care vectorul este o plasmida, s1 tot acest tip de gazde
la care vectorul este un fag.

Eliberarea neintentionata a ADN-ului recombinat determinata de supravietuirea
organismelor sau de transferul acestuia la alte organisme trebuie sa fie nu mai
mult de 1 la 10° celule - gazda sau particule fagice in anumite conditii.
https://www.oie.int/doc/ged/D5362. PDF



Molecule de ADN recombinat care nu cad sub incidenta
unor reglementari internationale stricte

Molecule de ADN recombinat care constau integral din secvente de ADN de
la:

-0 singura sursa chiar daca unul sau mai multe dintre acestea poate fi
echivalente de sinteza chimica;

- 0 gazda de origine procariota, inclusiv plasmidele sau virusurile indigene
ale acesteia, atunci cand sunt multiplicate in gazda data (sau o tulpina
foarte apropiata aceleasi specii) sau atunci cand sunt transferate la o alta
gazda prin cai fiziologice bine stabilite;

- 0 gazda eucariota, inclusiv cloroplaste, mitocondrii sau plasmide (cu
exceptia virusurilor), atunci cand sunt multiplicate doar in gazda respectiva
(sau o varietate foarte apropiata ale aceleasi specii).

https://www.youtube.com/watch?v=xGH3VzqtKiM&t=587s (Biocontainment Laboratory Entry/Exit Procedure)
https://www.youtube.com/watch?v=z2Dkal VC2PE (Biosafety Level 3 Lab Entry)
https://www.youtube.com/watch?v=xjwTwsN1hnU (decontaminare reziduuri accidentale)
https://www.youtube.com/watch?v=PwUSPECFWbI (working in the BsL-4 laboratory: positive pressure suit)



https://www.youtube.com/watch?v=xGH3VzqtKiM&t=587s
https://www.youtube.com/watch?v=z2Dka1VC2PE
https://www.youtube.com/watch?v=xjwTwsN1hnU
https://www.youtube.com/watch?v=PwU5PEcFwbI

