Laboratorium 4

Toksykologia lekow
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Zadanie 1. Wykrywanie salicylanow

Odczynniki, szklo laboratoryjne:

10% FeCl;
Etanol
Probowki, pipety

Wykonanie:

1. Do probowki wprowadzi¢ 0,5cm® badanej proby i doda¢ 0,5cm® 10% FeCls. Wymieszaé.
Pojawienie si¢ fioletowego zabarwienia $wiadczy wstepnie o obecno$ci kwasu
salicylowego.

2. Doda¢ kilka kropli etanolu. Jesli zabarwienie nie zniknie (jak to jest w przypadku fenolu),

potwierdza to obecnos¢ kwasu salicylowego.

Zadanie 2. Wykrywanie paracetamolu

Odczynniki, szklo laboratoryjne:

stez. HCI1

1% r-r o-krezolu
0,4M r-r NH3

L aznia wodna
Probowki, pipety

Wykonanie:

1. Do probowki wprowadzi¢ 1 cm® badanej préby.
2. Doda¢ 1 cm® stez. HCl 1 ogrzewac w tazni wodne;.

3. Pobra¢ 0,5 cm® ogrzanego r-ru, doda¢ 10cm® H,0 i zamieszag.



4. Dodaé 1 cm® 1% r-u o-krezolu oraz 4cm® 0,4M NHs.

5. W obecnosci paracetamolu pojawi si¢ niebieskie zabarwienie.

Zadanie 3. Badanie wplywu wybranych farmaceutykow na aktywnos$¢ osadu czynnego

Odczynniki, szklo laboratoryjne:

Osad czynny

ibuprofen, naproksen, paracetamol

0,2 % r-r TTC (chlorek 2,3,5-trifenylotetrazolowy),

1 mM r-r TF (trifenyloformazan - do wykonania krzywej kalibracyjnej)
Zlewki, pompki membranowe do napowietrzania, proboéwki, pipety

Wykonanie:
. Wla¢ osad czynny do 4 zlewek.

1

2. Do jednej zlewki wprowadzi¢ ibuprofen, do drugiej naproksen, do trzeciej paracetamol, a
w

3. czwartej zlewce osad nie poddawac¢ dziataniu farmaceutykéw (préba kontrolna).

4. Osady we wszystkich zlewkach napowietrza¢ i odzywiac.

5. Po tygodniu zbada¢ aktywno$¢ dehydrogenazowa wszystkich osadéw za pomoca testu
TTC.

Badanie aktywnosci dehydrogenazowej:

Wykonanie krzywej kalibracyjnej

1. Do 7 cylindrow Nesslera o poj. 50 cm® odmierzy¢ kolejno: 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10 cm® 1 mM
r-u TF i uzupei¢ alkoholem metylowym (lub acetonem) do objetosci 50 cm®. Tak
przygotowane wzorce zawieraja odpowiednio stezenia: 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2 uM
TF.

2. Zmierzy¢ absorbancj¢ kazdego wzorca przy dlugosci fali A = 490 nm. wobec metanolu.

3. Wykresli¢ krzywa kalibracyjng zalezno$ci absorbancji (0§ Y) od stezenia TF (0§ X)



Badanie aktywnosci dehydrogenazowej (test TTC):

Metoda opiera si¢ na redukcji bezbarwnego zwiagzku TTC do barwnego TF pod wpltywem
aktywnos$ci dehydrogenazowej. Intensywnos$¢ powstalej barwy jest proporcjonalna do badane;j
aktywnosci enzymatyczne;j.

1. Do probowki wprowadzi¢ pipeta 1 ecm® buforu Tris o pH 8,4 i 1 cm® danego osadu
czynnego.

2. Dodaé¢ 0,5 cm®0,2 % r-u TTC i wymieszaé.
Inkubowaé w temp. 37°C przez 30 min.

4. Po inkubacji proby odwirowac przez 2 min. przy 5000 obrotow na min i odrzucié
supernatant.

5. Do osadu wlaé 2 c¢cm®

alkoholu metylowego (lub acetonu), wytrzasnagé i ponownie
odwirowa¢, tym razem przez 6 min.

6. Zbadac absorbancj¢ supernatantu przy dlugosci fali A =490 nm. wobec metanolu.

7. Obliczyé sucha mase badanych osadow odsaczajac 10 cm® kazdego osadu na uprzednio
zwazonym po wysuszeniu sgczku bibutowym i wazgc saczek z osadem po wysuszeniu w

suszarce do statej wagi w temp. 105°C. Sucha masa osadu jest r6znicag mas wysuszonego

saczka z osadem i samego wysuszonego saczka [w gramach].

Okresli¢ stopien toksycznos$ci badanych lekdw na podstawie wzoru:
ST = ADy— AD+/ ADg
gdzie:
ST — stopien toksycznosci (bezwymiarowy),
ADg — podstawowa aktywno$¢ dehydrogenaz [mg TF/h- ggm]
ADT — aktywnos$¢ dehydrogenaz po dodaniu okres$lonej ilosci substancji toksycznej
[mg TF/h* ggm]
Zadanie 4. Badanie toksycznego wplywu antybiotykow na bakterie — antybiogram
W metodzie tej uzywa si¢ krazkéw bibutowych wysyconych znang ilo$cig antybiotyku, ktory
dyfunduje do zestalonej agarem pozywki 1 ogranicza wzrost posianych na niej

mikroorganizmow.

Odczynniki, szklo laboratoryjne:

ptytki Petriego z podtozem Muellera — Hintona (wyciag miesny 3g; kwasny hydrolizat
kazeiny 17,5 g; skrobia ziemniaczana rozpuszczalna 1,5 g; agar 17 g; H,O dest — do 1000
cm®; pH 7,4)

18 — 24 godzinna hodowla bulionowa Escherichia coli



r-r fizjologiczny w probéwkach
krazki o $rednicy 6 mm, nasycone roznymi antybiotykami (m. in. penicylina, streptomycyna)
pipety automatyczne, pgsety, alkohol do sterylizacji, paski papieru milimetrowego

Wykonanie:

1. Rozcienczy¢ hodowle bakterii 1:1000 w r-e fizjologicznym.

2. 1 cm® rozcienczonej zawiesiny przenieé¢é na powierzchnic podsuszonego podioza
Muellera — Hintona na ptytce Petriego.

3. Rozprowadzi¢ zawiesing po calej powierzchni pozywki, a nastgpnie zebra¢ doktadnie
nadmiar ptynu pipeta.

4. Ulozy¢ sterylnie peseta krazki z antybiotykami na powierzchni posianej pozywki -
réwnomiernie, po 4 krazki na ptytke.

5. Pozostawi¢ ptytki w temp. pokojowej przez 30 minut w celu umozliwienia dyfuzji
antybiotykow do podtoza (okres preinkubacji).

6. Po tym czasie wstawi¢ ptytki do cieplarki o temp. 37°C na 24 godziny (czas inkubacji).

7. Po =zakonczeniu inkubacji zmierzy¢ S$rednice stref zahamowania wzrostu wokot
poszczeg6lnych krazkow i wyciagna¢ wnioski odnosnie wrazliwosci bakterii na badane

antybiotyki.



