Laboratorium5i16

Testy toksykologiczne

Zadanie 1. Szybki test na bakteriach

Materiaty:

zawiesina Escherichia coli

zawiesina Pseudomonas fluorescens

agar odzywczy na ptytkach Petriego

pipety ze sterylnymi koficowkami (0,1 cm® i 10 pl)
glaszczki

sterylne pesety

sterylne krazki bibutowe o $rednicy 5 mm

linijki albo papier milimetrowy

4 potowicze roztwory substancji badanej

roztwor fizjologiczny NaCl

Wykonanie:

W dniu rozpoczecia eksperymentu:

1. Agar odzywczy na plytce Petriego zaszczepi¢ sterylnie 0,1 cm?® zawiesiny (na $rodek
ptytki). Zaszczep rozprowadzi¢ po powierzchni agaru sterylng glaszczka. Druga

zawiesing zaszczepi¢ kolejna plytke z agarem.

2. Wieczko kazdej z ptytek podpisa¢ nazwa gatunkowa (ew. rodzajowa) bakterii oraz
nazwg grupy ¢wiczeniowe] 1 zespotu wykonujacego zadanie (ew. inicjatami osoby

wykonujace;j).

3. Sterylne krazki nasaczy¢ za pomoca pipiety (po 0,1 cm®) badanymi roztworami oraz

roztworem kontrolnym, a nastepnie odsaczy¢ nadmiar ptynu za pomoca sterylnej bibuty.

4. Krazki ulozy¢ na pozywce sterylng penseta (od kontroli do najwyzszego stezenia).
Krazki nalezy rozmie$ci¢ z zachowaniem jednakowych i mozliwie najwigkszych

odlegtosci pomigdzy krazkami oraz pomig¢dzy nimi a pionowa $cianka phytki.

5. Na spodzie ptytki (nie na wieczku!) podpisac krazki bibutowe nazwa i st¢zeniem badane;j

substancji (mozna zastosowac skrot).



6. Plytke z Escherichia coli inkubowaé przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Plytke z
Pseudomonas fluorescens inkubowaé przez 72 godziny w temperaturze 22°C. Po

zakonczeniu inkubacji ptytki przechowywa¢ w lodoéwce do kolejnych zajec.

W dniu odczytow:

1. Zmierzy¢ $rednice strefy hamowania wzrostu wokol kazdego z krazkow z badang

substancja.

2. Na tablicy sporzadzi¢ zestawienie wynikéw uzyskanych przez wszystkie zespoty w
grupie laboratoryjnej. Wyniki poszczegdlnych zespotow potraktowaé jako powtorzenia

tego samego eksperymentu.
3. Obliczy¢ wartosci srednie dla poszczegdlnych powtorzen.
4. Wiyniki do$wiadczenia (wartos$ci $rednie) zestawi¢ w tabeli.

5. Wyciagnag¢ wniosek z eksperymentu. Czy badana substancja jest toksyczna dla
Pseudomonas fluorescens i Escherichia coli? Ktora z nich jest bardziej wrazliwa na

toksyczne dziatanie badanej substancji?

Zadanie 2. Test letalny na rozwielitkach i obliczanie LCs

Materiaty:
insektycyd Pro Agro 125 SL

Roundup

woda do rozcienczen

4-5-cio dniowe rozwielitki Daphnia magna

ptytki Petriego / ptytki 6-dotkowe.

Wykonanie:

1. Sporzadzi¢ szereg 5 rozcienczen potowicznych badanych substancji:
a. Pro Agro 125 SL: 0,030%, 0,015%, 0,0075%, 0,0038%, 0,0019%;
b. Roundup: 0,2%, 0,1%, 0,05%, 0,025%, 0,0125%.

2. Plytki /dotki podpisaé stgzeniem badanej substancji oraz jej nazwa.



Do dotkéw plytki 6-cio dotkowej doda¢ po 10 cm® poszczegblnych rozcienczen badanych

substancji, wody do rozcienczen do jednego dotka (kontrola).

. Do kazdej z plytek/dotkéw przenies¢ po 10 rozwielitek. Nalezy robi¢ to tak, by nie

uszkodzi¢ rozwielitek i nie zanieczy$ci¢ hodowli macierzystej badang substancja.

Po 10, 20, 30 i 40 minutach policzy¢ osobniki zywe i martwe (za kryterium przyja¢ ruch
lub jego brak).

. Na tablicy sporzadzi¢ zestawienie wynikow uzyskanych przez wszystkie zespoty w grupie
laboratoryjnej (wzér tabeli przy opisie obliczania LCsp metoda Reeda). Wyniki

poszczeg6lnych zespoldw potraktowac jako powtdrzenia tego samego eksperymentu.

Obliczy¢ LCso dla poszczegdlnych czaséw ekspozycji metoda skumulowana Reeda.

Wykorzysta¢ wszystkie wyniki w grupie uzyskane dla tej samej substancji badane;j.

Obliczanie LCsy metoda Reeda

Metoda Reeda opiera si¢ na zatozeniu, ze jezeli badane zwierzeta przezyty ekspozycje

na pewne stezenie to przezyja roOwniez w st¢zeniu nizszym i odwrotnie, jezeli padly przy

pewnym stezeniu to padng rowniez przy stezeniu wyzszym. Dodajac (kumulujac) liczbe

zwierzat martwych, zywych i badanych mozna obliczy¢ tzw. skumulowany procent

smiertelnosci P.

Tab. 1. Przyktadowe zestawienie wynikow do obliczenia LCso metoda Reeda

badane liczba zwierzat liczba zwierzat po skumulowaniu procent
stezenie $miertelnos¢
mg/dm® martwych | zywych martwych | zywych badanych | P=m<100/b
1,0 2 8 2 10 12 16.6

2,0 8 2 10 2 12 83.33

4,0 10 0 20 0 20 100

Wyznaczy¢ LCsg korzystajac ze wzoru:

gdzie:

k=(50-P1)/(P2-P1)

log LCsp = log x + kelog i

X - stezenie wywolujace najblizsze nizsze niz 50% S$miertelnosci

| - illoraz postepu geometrycznego (1.1 ... 2.0)

k - wspotczynnik odchylenia




P1 - skumulowany % $miertelnosci nizszy od 50%

P2 - skumulowany % $miertelnosci wyzszy od 50%

Zadanie 3. Test na rzesie.

Materiaty:

ptytki 6-cio dotkowe

rz¢sa drobna

Roundap

woda do rozcienczen

cylindry miarowe

butelki laboratoryjne albo zlewki do przygotowania rozcienczen

Wykonanie:

W dniu rozpoczecia eksperymentu:

1. Przygotowaé 5 potowicznych rozcienczen Roundapu (10%, 5%, 2,5%, 1,25%,
0,625%) w wodzie do rozcienczen (woda z akwarium albo odstana woda
wodociggowa), tak aby po wprowadzeniu do podloza hodowlanego daty zadane

ostateczne stezenie.

2. Do 5 dotkéw plytki 6-cio dotkowej doda¢ po 10 cm® substancji badanej (do kazdego
dotka inne st¢zenie). Dotki opisa¢ stezeniami na dnie plytki. Na wieczku opisa¢ plytke
nazwg substancji badanej oraz nazwg grupy laboratoryjnej 1 zespolu wykonujacego

zadanie)

3. Roztwér w kazdym dotku zaszczepi¢ 10 trojczionowymi osobnikami rzgsy. Rzese
przenosi¢ eza, w taki sposdb, by nie uszkodzi¢ roslin i1 nie zanieczy$ci¢ hodowli

macierzystej substancja badang

4. Rzese inkubowac¢ 7 dni w termoluminostacie.



W dniu odczytow:

1. Policzy¢ osobniki w poszczegolnych dotkach. Zaobserwowaé 1 opisaé zmiany
morfologiczne. Odnotowaé charakter 1 stopien zmian (np. oceni¢ jakiej czesci

powierzchni czlondw one dotycza). Sporzadzi¢ dokumentacje fotograficzna.

2. Na tablicy sporzadzi¢ zestawienie wynikow uzyskanych przez wszystkie zespoty w grupie
laboratoryjnej. Wyniki poszczegdlnych zespoldw potraktowac jako powtdrzenia tego

samego eksperymentu.
3. Obliczy¢ $rednie liczby osobnikow dla poszczegdlnych powtorzen.

4. Wyniki do$wiadczenia (warto$ci Srednie 1 opis stwierdzonych uszkodzen) zestawi¢ w

tabeli.

5. Wyciagna¢ wniosek z eksperymentu. Czy badana substancja jest toksyczna dla rzgsy?

Zadanie 4. Test na glonach

Materiaty:

ptynna hodowla glonow Chlorella

pozywka dla glonow Jankowskiego albo Uspienskiego
algicyd Bros aqua na glony

probowki

ptytki 24-dotkowe

komory Fuchsa-Rosenthala

szkietka nakrywkowe

pipety

bibuta

Wykonanie:

W dniu rozpoczecia eksperymentu:

1. Przygotowaé szereg 5 rozcienczen Bros aqua na glony (0,04%, 0,004%, 0,0004%,
0,00004%, 0,000004% w pozywce Jankowskiego albo Uspienskiego (po 5 cm?).

2. Na spodzie plytki dotki podpisa¢ stezeniem badanej substancji. Na wieczku plytke
podpisa¢ nazwa badanej substancji oraz nazwa grupy laboratoryjnej 1 zespotu
wykonujagcego zadanie. W przypadku wykorzystywania jednej ptytki przez dwa lub wigcej

zespotow ich oznaczenie wpisa¢é w sposoéb umozliwiajacy przyporzadkowanie



wykorzystanych dotkéw poszczegodlnym zespotom.

3. Zawiesing glonéw zamieszaé. Do 6 dotkow ptytki 24 dotkowej dodaé pipeta po 1 cm®
zawiesiny. W tym czasie nalezy miesza¢ zawiesing, tak by komorki glondw nie opadaly na
dno, a ich rozmieszczenie w pozywce bylo mozliwie jednakowe. W przeciwnym razie
zaszczepy w poszczegdlnych dotkach, mimo jednakowej objetosci beda znaczaco roéznic¢

si¢ liczba komorek glonow.

4. Do pierwszego z zaszczepionych dotkow dodac 1 cm® pozywki dla glonow bez badane;j
substancji (kontrola). Do pozostatych 5 dotkéw doda¢ po 1 cm® kolejnych rozcienczen

badanej substancji.
5. Plytke z glonami inkubowac przez tydzien w termoluminostacie.

6. Okresli¢ liczbe komorek glondw na jednostke objetosci ptynu hodowlanego uzyskang w
ptynach hodowlanych w dotkach z poszczegdlnymi rozcienczeniami badanej substancji
oraz w dotku kontrolnym. Zaktadajac, ze udato si¢ uzyska¢ jednakowe zaszczepy we
wszystkich 6 dotkach, wystarczy okresli¢ zaggszczenie komorek w jednym z nich albo w
zawiesinie wyjsciowej. Zageszczenie komorek w zawiesinie wyjsciowej powinno byé
dwukrotnie wyzsze niz w poszczegolnych dotkach, do ktorych dodano rowne objetosci
zawiesiny 1 badanego roztworu (patrz opis 1 instrukcja postugiwania si¢ komora Fuchsa-

Rosenthala).

W dniu odczytow:

1. Okresli¢ liczbg komoérek glonow na jednostke objetosci ptynu hodowlanego w kazdym z 6
dotkow ptytki 24-dotkowej (patrz opis 1 instrukcja postugiwania si¢ komora Fuchsa-
Rosenthala).

2. Wyniki wszystkich zespotdéw w grupie zebra¢ na tablicy, traktujac je jako powtdrzenia

jednego eksperymentu. W zestawieniu uwzgledni¢ wartosci poczatkowe sprzed tygodnia.

3. Obliczy¢ wartosci srednie dla powtarzajacych si¢ wynikéw oraz $rednie zmiany ggstosci

komorek w ciggu tygodnia.
4. Wyniki (wartos$ci Srednie) zestawi¢ w tabeli

5. Wyciagna¢ wnioski. Czy badana substancja wykazuje dziatanie toksyczne wobec

Chlorella?



Opis i instrukcja postugiwania sie komora Fuchsa-Rosenthala

Komora Fuchsa-Rosenthala stuzy do liczenia komoérek pod mikroskopem. Zostata ona
zaprojektowana, by umozliwi¢ wykonywanie morfologii krwi metoda manualng. Jest ona
grubym szkietkiem podstawowym, na ktérym wyszlifowano dwa kwadraty. Kazdy z nich
podzielony jest na 16 duzych kwadratéw oddzielonych od siebie potrdjng linig. Kazdy z
duzych kwadratow podzielony jest na 16 matych kwadratéw oddzielonych od siebie linig
pojedyncza. Pola, na ktérych wyszlifowano kwadraty ograniczone sg bruzdami. Objetosé
miedzy szkielkiem nakrywkowym a podstawowym nad powierzchnig catego kwadratu
(podzielonego na 16 duzych kwadratow) wynosi 3,2 mm?.

\\\\\

Ryc. 1. Kwadrat komory Fuchsa-Rosenthala. Zrédto:
http://www.farmacja.cm.uj.edu.pl/documents/41668/114696386/0AMI11%20zdm PMR.pdf

Instrukcja postugiwania sie komora:

1. Rozcienczy¢ badang zawiesing komorek, jesli to koniczne.

2. Komorg przykry¢ szkietkiem nakrywkowym o wymiarach dostosowanych do wymiaréw

komory.
3. Do bruzdy pomigdzy duzymi kwadratami wprowadzi¢ pipeta badang zawiesing komorek.

4. Policzy¢ wszystkie komorki w 8 duzych, losowo wybranych, kwadratach. Uwzglednié
komorki znajdujace si¢ na gornej i lewej granicy kwadratu. Poming¢ komorki znajdujace

si¢ na prawej 1 dolnej granicy kwadratu.

5. Liczbe komoérek w 1 cm® obliczy¢ wg wzoru:


http://www.farmacja.cm.uj.edu.pl/documents/41668/114696386/OAMIII%20zdm_PMR.pdf

X=(a-2)-1000/3,2-R
gdzie:

X — liczba komorek / ml,

a — liczba komorek policzonych w 8 kwadratach,

1000 — liczba, ktora sprowadza warto$é do objetosci 1 cm?®, (1 cm® = 1000 mm®)
3,2 mm?® - wewnetrzna objetosé komory,

R - rozcienczenie



