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MIKOTOKSINI

NAMEN
Dolocite kontaminacijo izbranega zivila s plesnimi in potencial izoliranih
plesni za tvorbo ohratoksina A (OTA) in aflatoksina B1 (AFB1).

POTEK EKSPERIMENTALNEGA DELA

Dolocite prisotnost plesni na/v zivilu
Identificirajte izbrane plesni

Dolocite potencialno mikotoksigene plesni
Dolocite tvorbo ohratoksina A in aflatoksina B

Ovrednotite rezultate

NAVODILA

1. Izolacija plesni iz zivila s klasi¢cnimi mikrobioloskimi
metodami

Za doloc¢itev plesni v zivilu pripravimo t.1. osnovno (mati¢no) raztopino
zivila (Jersek, 2023). Pripravimo jo zato, da zagotovimo ¢imbolj homogeno
razporeditev mikroorganizmov v preiskovani koli¢ini zivila. Odmerimo
preiskovano maso ali volumen zivila v sterilno plasticno vrecko za
gnetilnik in dodamo devetkratno koli¢ino topila 1in suspenzijo
homogeniziramo (ISO 6887-1: 1999(E)). Ce ni posebnih predpisov, je
najmanjsa koli¢ina preiskovanega zivila 10 g (ml). Zato 10 g (ml) dobro
premesanega vzorca zivila asepti¢no zatehtamo ter dodamo 90 ml topila.
Tako dobimo osnovno 10-kratno razredcitev (R = 10-1). Vzorec

" "

omogeniziramo z gnetilnikom ali mesalom z rezili ("stomacher", "ultra-
h tilnik li | ili ("st h 1t

turax").

Za izolacijo plesni lahko uporabimo gojis¢e DRBC (ang. Dichloran Rose-
Bengal Chloramphenicol; gojisce z barviloma dikloran rdece in bengal ter
klormfenikolom), gojis¢e OGY (ang. Oxytetracyclin Glucose Yeast Agar,
gojisce z glukozo, kvasnim ekstraktom in oksitetraciklinom), in/ali
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gojisce DG-18 (angl. Dichloran Glycerol, gojisce z dikloranom in
glicerolom). Gojis¢ci DRBC in OGY se uporabljata za izolacijo in
kvantifikacijo plesni iz zivil, ki vsebujejo tudi vecje koncentracije bakterij,
se uporablja za izolacijo in kvantifikacijo kserofilnih plesni iz suhih in pol-
suhih zivil (npr. suseno sadje, kandirano sadje, zacimbe, zita, nekateri
mesni in ribji izdelki). Gojisce DG-18 vsebuje pepton kot vir dusika,
glukozo kot vir energije, in vitamine ter minerale potrebne za rast gliv. V
gojiscu so tudi dikloran, ki inhibira razsirjanje kolonij, kloramfenikol in
klor-tetraciklin, ki inhibirata rast bakterij. V gojiscu je 18 % (w/w)
glicerola, ki zniza aw (aktivnost vode) iz 0,99 na 0,95). Za izolacijo plesni
lahko uporabimo tudi gojisce MEA (ang. Malt Extract Agar, gojisce s
sladnim ekstraktom). Vsebuje sladni ekstrakt in pepton, dodano pa ima
tudi mlec¢no kislino, ki delno inhibira rast bakterij (pH gojisca 3,5). Gojisca
z vzorcl zivil 7 dni inkubiramo pri 25 °C.

2. Identifikacija plesni

Pri nadaljnjem delu s plesnimi je poleg asepticne tehnike dela obvezno
razkuzevanje zraka z razprsilom ter razkuzevanje povrsin s 70 %
etanolom.

Po inkubaciji gojis¢c DRBC, OGY ali MEA in DG-18 opisemo rezultate in
izberemo posamezne kolonije plesni za njihovo identifikacijo. Za
1dentifikacijo plesni v brezprasni komori pripravimo suspenzijo spor
(konidijev) (SS). Za pripravo suspenzije uporabimo sterilen 0,05 % agar s
Tween 80 (v 1,5 ml-epruveti), v katerega prenesemo spore posamezne
plesni s cepilno zanko in vsebino homogeniziramo z namiznim mesalom.
Stevilo spor v suspenziji SS lahko dolo¢imo s stetjem v stevni ploscici (npr.
Birker-Tirk), ali z merjenjem opticne gostote ali ocenimo vizualno.

Za identifikacijo plesni precepimo spore iz SS s cepilno iglo na gojisca, ki
se uporabljajo za identifikacijo plesni (Pitt in Hocking, 1985). Gojisca so
CYA (angl. Czapek yeast extract agar), MEA in G25N (25 % Glicerol
nitratni agar) po shemi na sliki 1. Vsako gojis¢e oznacimo (ime gojisca,
temperatura inkubacije, oznaka izolata (1 in 2), s piko oznac¢imo mesto
nacepitve plesni, ime Studenta/ke, skupina). Med 7-dnevno inkubacijo so
petrijevke obrnjene normalno.

9 @
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MEA, 25 °C CYA, 25°C G25N, 25°C
CYA, 37°C CYA, 37 °C

@ g @ -

sew w

plesni (1, 2: oznaki izolatov)

Plesni lahko istocasno (kadar gre za vsaj morfolosko ciste kulture)
precepimo tudi na gojisce YES (Yeast Succrose Agar), ki se uporablja za
doloc¢anje mikotoksinov (slika 2). Gojisce YES inkubiramo pri optimalni
temperaturi 7 ali 14 dni.

YES, 25 °C YES, 25°C

Slika 2: Shema nacepitve plesni na gojis¢e YES za doloc¢itev mikotoksinov (1, 2:
oznaki izolatov)

Za identifikacijo plesni po 7-dnevni inkubaciji dolocimo za vsak izolat na

.....

lastnosti:

e Makromorfoloske lastnosti dolo¢imo vizualno kot velikost kolonije
(premer-2r), barva substratnega micelija, strukture substratnega
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micelija, barva(e) zracnega micelija, struktura zracnega micelija,
tvorba eksudata.

e Mikromorfoloske lastnosti vidne z lupo pri 40x povecavi so tvorba
eksudata in tvorba kleistotecijev (z askusi in askosporamai).

e Mikromorfoloske lastnosti vidne na nativnem barvnem preparatu
pri 400x in 1000x povecavi so septiranost micelija, psevdo-micelij,
tvorba in izgled spolnih spor kot so askospore, tvorba vegetativnih spor
kot so sporngiospore ali konidiji, oblika in povrsina spor, vrsta
konidiogenih celic, prisotnost specificnih struktur kot so apeks,
metula, fialida, anelida, kleistotecij z askosporami.

Nativni barvni preparat pripravimo v kapljici laktofenola, ki mu lahko
dodamo fuksin (lakto-fuksin) ali drugo barvilo za povecanje kontrasta,
tako, da vzorec plesni (zrac¢ni in substratni micelij) razporedimo z iglami
v eno ravnino, pokrijemo s krovnim steklcem in odvecno barvilo obrisemo
s papirnato brisaco. Pazimo, da med ali po pripravi nativnega preparata
ne pride do izsusitve! Podrobna navodila in kljuci za identifikacijo plesni
so podrobno opisani v Pitt in sod. (1988), Pitt in Hocking (1985) in Samson
in sod. (2000).

Po zakljucenem mikroskopiranju preparate dekontaminiramo v raztopini
NaOCl (14 %) in ocistimo objektive na mikroskopu.

Glede na vrsto identificiranih plesni, nato iz literature predvidimo, kateri
od 1zolatov lahko tvorijo mikotoksine in kateri bi lahko tvoril ohratoksin
A 1in/ali aflatoksin B1l. Te izolate precepimo na gojisce YES (ang. Yeast
Succrose Agar) kot je opisano pri tocki 2 in jih inkubiramo vsaj 7 dni pri
25 °C (slika 2).

3. Splosna navodila za doloc¢itev mikotoksina s tankoplastno
kromatografijo (TLC)

Pri delu z mikotoksini je obvezna uporaba rokavic in zasc¢itnih ocal! Ves
material, ki pride v stik z mikotoksinom/mikotoksini odvrzemo v vnapre]
pripravljene raztopine NaOCl (14 %)! Z vsemi topili ravnamo kot z
nevarnimi snovmi in delo opravimo v digestoriju. S TLC lahko
mikotoksine dolo¢imo po naslednjem postopku:

4@
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Glede na vrsto mikotoksina, ki ga dolocamo s TLC, pripravimo
najprej mesanico topil — mobilno fazo (200 ml za veliko komoro, 20 ml
za malo komoro).

Kot stacionarno fazo uporabimo plos¢o TLC (Merck, TLC Silica gel 60
F294), ki je sestavljena iz nosilca (aluminijeva plocevina ali steklo) z
naneseno tanko plastjo stacionarne faze (silikagel in aluminijev

oksid).

Na ploscéo TLC s svin¢nikom rahlo oznac¢imo spodnjo ¢rto (2,5 cm od
spodnjega roba) in na njej oznacimo vzorce v razmiku po 1,5 cm (slika
3).

Vedno na prvo mesto (S) nanesemo standardno raztopino
mikotoksina (5 ali 10 ul) — pri tem moramo vzorec nanesti zelo
pazljivo tako, da je premer lise manjsi od 3 mm.

Nato nanesemo na mesta V1, V2, V3, ... vzorce cepov plesni. Za vsako
plesni nanesemo 3 cepe plesni in vsakega po 3x odtisnemo na isto
mesto plosc¢e TLC.

Ko zaklju¢imo z nanosom vzorcev, v digestoriju odparimo topilo.

Plos¢o z vzorci zelo previdno postavimo v komoro z mobilno fazo,
komoro pokrijemo ter pocakamo, da zaradi kapilarnega tlaka mobilna
faza pripotuje skoraj do vrha plosce.

. . —x
[ ] d Mobilna
faza
d Vi d V2
S vi V2 S vl V2
Plos¢a TLC z vzorci Komora z mobilno fazo Vrednotenje rezultatov

Slika 3: Shema TLC

Legenda: S: raztopina standarda OTA ali AFB1; V1: vzorec plesni; V2: vzorec plesni V2; d:
razdalja
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8. Plosco vzamemo iz komore in postavimo v digestorij, da topilo izhlapi.

9. Z UV-gvetlobo (366 nm) osvetlimo ploséo tako, da postanejo lise
mikotoksina vidne in jih oznacéimo. Izmerimo razdalje, ki jih
prepotuje posamezna spojina.

10. Nato izmerimo razdalje, ki jih prepotujejo posamezne spojine in
mobilna faza in izracunamo retencijske faktorje. Koli¢cnik med
razdaljo, ki jo prepotuje posamezna spojina in tisto, ki jo prepotuje
mobilna faza imenujemo retencijski faktor (Ry):

Rf =d spojina /d Mobilna faza

TLC se lahko uporablja kot hitra presejalna metoda za oceno tvorbe
posameznih mikotoksinov in pri natancéni izvedbi lahko poda semi-
kvantitativne podatke.

4. Dolocitev torbe OTA s TLLC

Za dolocitev tvorbe OTA pripravimo mesanico topil — mobilno fazo: TEF v
razmerju 5:4:1 (toluen : etil acetat : mravljin¢na kislina). Na plosc¢o TLC s
svinénikom oznac¢imo spodnjo ¢rto (2,5 cm od spodnjega roba) in na njej
oznac¢imo vzorce, ki jih bomo nanesli v razmiku po 1,5 cm (slika 3). Vedno
nanesemo na 1 mesto standardno raztopino OTA (5 ul s koncentracijo 1
pg/ml ali 10 pl s koncentracijo 0,5 pg/ml) in nato vzorce cepov plesni.
Postopek nadaljujemo po opisu pri tocki 3.

5. Doloc¢itev tvorbe aflatoksina B1 s TLC

Za dolocitev tvorbe aflatoksina B1 pripravimo mesanico topil — mobilno
fazo: KAC v razmerju 9:1 (kloroform:aceton). Na plosco TLC s svinénikom
rahlo oznac¢imo spodnjo ¢rto (2,5 cm od spodnjega roba) in na njej oznac¢imo
vzorce, ki jih bomo nanesli v razmiku po 1,5 cm (slika 3). Vedno nanesemo
na 1 mesto standardno raztopino AFB1 (5 ul s koncentracijo 1 pg/ml ali 10
ul s koncentracijo 0,5 ug/ml) in nato vzorce cepov plesni. Postopek
nadaljujemo po opisu pri tocki 3.

6@
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DELOVNI ZVEZEK

IZVEDBA

Narisite shemo eksperimentalnega dela!

-
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MATERIAL, POTEK DELA IN REZULTATI

1. Opis zivila v/na katerem dolocate plesni

2. Opis izolacije plesni iz zivila

3. Dolocitev plesni v/na zivilu s klasicnimi mikrobioloskimi
metodami — kvalitativni in kvantitativni opis plesni izoliranih na gojiscu
za 1zolacijo; izbira in oznaka izolatov za identifikacijo

8@
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4. Identifikacija plesni

V preglednico napisite makromorfoloske lastnosti izolatov 1 in 2!

Gojisce | Makromorfoloske lastnosti izolat 1 | Makromorfoloske lastnosti izolat 2

2r: 2r:
MEA SM: SM:
25°C I'zM: ZM:
EK: EK:

2r: 2r:
CYA SM: SM:
25°C 7 ZM:
EK: EK:

2r: 2r:
CYA SM: SM:
371°C I'zM: ZM:
EK: EK:

2r: 2r:
CYA |SM: SM:
5°C | ZM: ZM:
EK: EK:

2r: 2r:
G95N SM: SM:
25°C I'zM: ZM:
EK: EK:

Legenda: 2r: premer kolonije; SM: substratni micelij; ZM: zracni micelij; EK: eksudat

9 @
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Mikromorfoloske lastnosti izolata 1 so:

Mikromorfoloske lastnosti 1zolata 2 so:

Izolat 1 je identificiran kot plesni vIrste ......coveviviiiiiiiiiniiiiiniiniiieiennnnn. ,
izolat 2 je identificiran kot plesni vrste.....oovveviiiiiiniiiiiiiiiiiiiiineceeenen

V preglednico vpisite identificirane plesni in dodajte literaturne podatke
o njihovi tvorbi mikotoksinov.

Vrsta plesni Mikotoksini

10 @
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5. Dolocitev torbe OTA s TLC — narisite shemo plosce TLC, izmerite
razdalje, izra¢unajte retencijske faktorje in opisite rezultate!

6. Dolocitev torbe aflatoksina B1 s TLC — narisite shemo plosce TLC,
1zmerite razdalje in izracunajte retencijske faktorje in opisite rezultate!

11 @




TOKSIKOLOGIJA IN KONTAMINACIJA ZIVIL. NAVODILA IN DELOVNI ZVEZEK ZA
LABORATORIJSKE VAJE.

ALERGENI

NAMEN

Dolocite oreh (Juglans regia) kot alergen v naklju¢éno izbranih zivilih.

POTEK EKSPERIMENTALNEGA DELA

e Pripravite standardne orehove mesanice;

e Naredite standardno krivuljo za standardno orehove mesanice (izolirajte
DNA iz standardnih orehovih mesanic, spektrofotometricno dolocite
koncentracijo izolirane DNA, pripravite koncentracijo 30 ng/ul izoliranih
DNA (normalizacija), izvedite qPCR, iz znanih koncentracij DNA oz.
koncentracij oreha (% ut.) in dobljenih vrednosti Ct narisite standardno
krivuljo);

e V nakljuéno izbranih zivilih dolocite oreh (iz zivil izolirajte DNA,
spektrofotometricno doloc¢ite koncentracijo DNA, pripravite 30 ng/ul
koncentracijo izoliranih DNA (normalizacija DNA), izvedite qPCR, iz
standardne krivulje dolocite relativno vsebnost oreha kot alergena)

NAVODILA

1. Priprava standardnih orehovih mesanic

Standardne orehove mesanice pripravimo z zmletimi ter razmascenimi orehi
in moko.

Mletje orehov:

Mlincek za mletje ocistimo s sredstvom za odstranjevanje DNA, operemo z
vodo 1n osusimo s papirnato brisaco. Zmeljemo 10 g orehov, jih prenesemo v
tarilnico in jih ¢im bolj zdrobimo.

Razmascevanje mletih orehov z acetonom:

V 12 2 ml-epruvet odtehtamo priblizno 500 mg zdrobljenih orehov. Nato
dodamo 1000 pl acetona, epruvete zapremo in vsebino dobro premesamo na
namiznem mesalu (1 min). Vzorce 5 min centrifugiramo pri 13. 400 obr./min.

12
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Zgornjo, tekoco fazo odpipetiramo v namizni kos. Nato postopek spiranja
orehov z acetonom ponovimo Se 2x.

Po zadnjem spiranju zgornjo fazo ponovno zavrzemo, zdrobljene orehe pa
prenesemo s sterilnim zobotrebcem na filtrirni papir v petrijevki (pazimo, da
se filtrirni papir ¢cim manj dotika dna petrijevke!). V petrijevko polozimo tudi
prazne 2-ml epruvete, v katerih smo razmascevali vzorce. Nato v polodprtih
petrijevkah vzorce susimo v digestoriju 1-3 ure. Ko so vzorci posuseni, jih
previdno prenesemo v 10 ml epruveto s pokrovom.

2. Priprava vzorcev zivil

Priprava vzorca zivila za dolocitev alergena (oreh) vsebuje dve fazi —
homogenizacija in razmascevanje vzorca.

Homogenizacija vzorca zivila

Vzorec zivila homogeniziramo z rezanjem, drobljenjem, mletjem oziroma
mesanjem.

Razmascevanje vzorcev zivil z acetonom

V 2 ml-epruveto odtehtamo priblizno 500 mg homogeniziranega vzorca zivila.
Nato dodamo 1000 ul acetona, epruveto zapremo in vsebino dobro premesamo
na namiznem mesalu (1 min). Vzorec centrifugiramo 5 min pri 13. 400
obr./min. Zgornjo, tekoCo fazo odpipetiramo v kozarec za odpadke. Nato
postopek spiranja vzorca z acetonom ponovimo se 2X.

Po zadnjem spiranju zgornjo fazo ponovno zavrzemo, zdrobljen vzorec pa
prenesemo z zobotrebcem na filtrirni papir v petrijevki (pazimo, da se filtrirni
papir ¢im manj dotika dna petrijevke!). V petrijevko polozimo tudi prazno 2-
ml epruveto, v kateri smo razmascevali vzorec. Nato v polodprti petrijevki
vzorec susimo v digestoriju 1-3 ure.

3. Priprava standardnih mesanic moke in orehov

Pripravimo naslednje standardne mesanice iz razmascenih orehov in moke:
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Oznaka % (ut.) .
L. Priprava
mesanice oreha
A 0 200 mg moke
B 0.001 V 50 ml-plasti¢no epruveto odtehtamo 9 g
’ moke in ji dodamo 1 g 0,01 % mesanice (D)
C 0.005 V 50 ml-plasti¢no epruveto odtehtamo 9 g
’ moke in ji dodamo 1 g 0,05 % mesanice (E)
D 0.01 V 50 ml-plasti¢no epruveto odtehtamo 9 g
’ moke in ji dodamo 1 g 0,1 % mesanice (F)
B 0.05 V 50 ml-plasti¢no epruveto odtehtamo 9 g
’ moke in ji dodamo 1 g 0,5 % mesanice (G)
F 01 V 50 ml-plasti¢no epruveto odtehtamo 9 g
’ moke in ji dodamo 1 g 1 % mesanice (H)
G 05 V 50 ml-plasti¢no epruveto odtehtamo 9 g
’ moke in ji dodamo 1 g 5 % mesanice (I)
H 1 V 50 ml-plasti¢no epruveto odtehtamo 9 g
moke in ji dodamo 1 g 10 % mesanice (J)
I 5 V 50 ml-plasti¢no epruveto odtehtamo 9,5 g
moke in ji dodamo 0,5 g oreha
V 50 ml-plasti¢no epruveto odtehtamo 9 g
J 10 :
moke in dodamo 1 g oreha
K 100 200 mg oreha

Pripravimo najprej vzorec z oznako A, nato vzorec z oznako K, in nato vzorce

od J do B. Vsako mesanico dobro premesamo — homogeniziramo pred pripravo

naslednje mesanice! Iz standardnih mesanic J — B v 2-ml epruveto natehtamo

200 mg.

4. Izolacija DNA iz standardnih orehovih mesanic in vzorcev zivil

DNA izoliramo s kompletom za izolacijo DNA Nucleospin Food (Macherey-

Nagel, Nemcija), ki vsebuje pufer CF, proteinazo K, pufer C2, pufer C3, pufer

CE za izpiranje, kolone za koncentriranje DNA in zbiralne epruvete. Ce je

vzorec zivilo, ki vsebuje veliko oresckov, ga pred izolacijo DNA razmastimo z

acetonom po enakem postopku kot je opisan za orehe.
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Izolacija DNA:

1.

9.

K 200 mg vzorca dodamo 1100 ul pufra CF vnaprej segretega na 65 °C,
premesamo 15 s na namiznem mesalu, dodamo 20 ul proteinaze K (10
mg/ml) ter 15 s premesamo na namiznem mesalu.

. Vzorec inkubiramo najmanj 30 min v vodni kopeli pri 65 °C (vsakih 5 min

premesamo na namiznem mesalu).

Vzorec centrifugiramo 10 min pri hitrosti 13. 400 obr./min.

V svezo 2 ml-epruveto prenesemo 300 ul absolutnega etanola ohlajenega
na -20 °C, dodamo 300 ul pufra C4 in 300 pl supernanata iz tocke 3. Ce
supernatant vsebuje vec faz, odpipetiramo srednjo bistro fazo!

Vzorec 30 s mesamo na namiznem mesalniku.

700 pl vzorca previdno prenesemo v kolono za koncentriranje DNA, ki je
vstavljena v zbiralno epruveto.

Vzorec centrifugiramo 1 min hitrosti 13.400 obr./min in tekoco fazo
zavrzemo.

Spiranje in susenje silikonske membrane z vezanimi molekulami DNA v
koloni za koncentriranje DNA:

1. spiranje: v kolono za koncentriranje DNA dodamo 400 pul pufra CQW,
centrifugiramo 1 min pri 12.000 obr./min in zavrzemo tekoco fazo,

2. spiranje: v kolono za koncentriranje DNA dodamo 700 ul pufra C5,
centrifugiramo 1 min pri 12.000 obr/min in zavrzemo tekoco fazo,

3. spiranje: v kolono za koncentriranje DNA dodamo 200 ul pufra C5,
centrifugiramo 2 min pri 12.000 obr/min in zavrzemo tekoco fazo.

Kolono za koncentriranje DNA vstavimo v novo zbiralno epruveto.

10.Dodamo 100 pul pufra CE vnaprej segretega na 70 °C, inkubiramo 5 min

pri sobni temperaturi in nato centrifugiramo 1 min pri 12.000 obr/min.

11.Ves tekoci del (100 pl) prenesemo v novo 1,5 ml-epruveto in raztopine

DNA hranimo pri -20 °C.

5. Spektrofotometricna dolocitev koncentracije izolirane DNA

DNA razredéimo tako, da v 200 pl-epruvetko k 135 ul H2Orem dodamo 15 pl
DNA (razredcitev 10-1). Od te razredcene DNA 100 ul prenesemo v posebno

mikrotitersko ploséico za merjenje absorbance v UV-obmoc¢ju (oznacite vzorce

v shemi 2.1 med materiali). Na ploscico dodamo tudi 100 pul H2Okewm kot slepi

vzorec. Absorbanco izmerimo na pri 260 nm (maksimum za DNA) in pri 280

nm (maksimum za proteine). Koncentracijo DNA izracunamo:
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C (DNA) = (AZGO vzorec — A260 slepi Vzorec) x 50 (ng / Ml)
Nato izrac¢unamo Se ¢istost 1zolirane DNA:

A260/ A280 = (A260 vzorec — A260 slepi vzorec) / (A280 vzorec — A280 slepi vzorec)

O cisti DNA govorimo takrat, ko je Asso/A2s0 med 1,7 do 2,0.

6. Normalizacija DNA za izvedbo qPCR

Normalizacija DNA pomeni pripravo dolocene koncentracije DNA vseh
vzorcev (standardni vzorci in vzorci zivil) za qPCR. Izbira koncentracije je
empiricno dolocena glede na ucinkovitost izolacije DNA.

Za dolocanje oreha kot alergena v zivilu mora biti v reakcijski mesanici za
qPCR vedno npr. 30 ng DNA/ul ali 20 ng DNA/ul.

Glede na spektrofotometri¢cno doloc¢eno koncentracijo DNA za vsak vzorec
1zracunamo, kaksen volumen DNA moramo razredciti za 100 ul raztopine s
koncentracijo 30 ng/ul (uporabimo enacbo Ci x V1 = Cz2 x Vy).

Ce smo na primer dolocili, da je koncentracija izolirane DNA 125 ng/ ul, potem
moramo za 100 ul raztopine s koncentracijo 30 ng/ul v novo 1,5-ml epruveto
dodati 24 ul raztopine s koncentracijo 125 ng/ul in 76 ul Hz20.

7. PCR za doloc¢anje oreha
7.1 Priprava reakcijske mesanice za qPCR:

Reakcijsko mesanico pripravimo za standardne vzorce, vzorce zivil, negativni
kontrolni vzorec (NTC) in t.i. rezervni vzorec (zaradi pipetiranja) — skupno za
N vzorcev. Reakcijska mesSanica vsebuje vse komponente potrebne za
encimsko reakcijo (brez DNA!) in jo vedno pripravimo kot eno mesanico, ki jo
pred dodatkom DNA razdelimo v epruvete za PCR.

qPCR s specifiéno sondo ali t.i. Taq Man-kemijo:

Glede na skupno stevilo vzorcev (N), izracunamo volumne posameznih
sestavin encimske reakcije in pri tem upostevamo, da je v reakcijski mesanici
za 1 vzorec, ¢e uporabljamo specifiéno sondo:

e Univerzalna mesanica (TagMan Universal MasterMix 2x): 12,5 ul
e par oligonukleotidnih zacetnikov za oreh:
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e oligonukleotidni zacetnik JuglF: 2,25 ul (900 nmol)
e oligonukleotidni zacetnik JuglR: 2,25 ul (900 nmol)
e sonda za oreh: JuglP: 0,125 ul (50 nmol)

e H3Opcr: izracunamo (skupen volumen je 25 pl, od tega je 5 ul DNA)

qPCR z nespecificnim barvilom SybrGreen:

Ce uporabljamo nespecifiécno barvilo SybrGreen je reakcijski mesanici za

1 vzorec:

e Univerzalna mesanica s SybrGreen (2x): 12,5 ul

e par oligonukleotidnih zacetnikov za oreh:
e oligonukleotidni zacetnik JuglF: 2,25 ul (900 nmol)
e oligonukleotidni zacetnik JuglR: 2,25 ul (900 nmol)

e H2Opcr: izracunamo (skupen volumen je 25 ul, od tega je 5 ul DNA)

Reakcijsko mesanico za qPCR nato razdelimo po 20 ul v reakcijske epruvete,
trakove ali ploscice. Nato v razdeljeno reakcijsko mesanico dodamo vzorce
normalizirane DNA (vzorci standardnih orehovih mesanic, vzorci zivil, in
NTC) po 5 ul. Vzorce oznac¢imo v razpredelnici med materiali — tocka 5.3.

7.2 Izvedba qPCR

PCR i1zvedemo s standardnim programov aparata za PCR ABI Prism 7500
(slika 4 za 1zvedbo s specificno sondo ali slika 6 za i1zvedbo z nespecificnim
barvilom SybrGreen).

1FAZA

2 FAZA 3 FAZA

1 cikel

1 cikel 60 ciklov

95 °C
15s

95 °C

10 min

60 °C

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
: 1 min
|

|

|

Slika 4: Casovno-temperaturni program za dolo¢anje oreha s gPCR
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7.3 Vrednotenje rezultatov qPCR

Po zakljucku encimske reakcije za vrednotenje rezultatov nastavimo sledece
parametre:

e meja zaznavanja: rocno nastavimo na vrednost 0,02
e izhodisce: avtomatska nastavitev

zato, da lahko primerjamo rezultate razlicnih qPCR.

Nato za posamezen vzorec dolo¢imo vrednost Ct. Vrednost Ct pove, koliko
ciklov je potrebnih, da aparatura zazna normaliziran fluorescentni signal
(ARn), in pomeni, da se pri dolocenih razmerah fluorescenca vzorca poveca
nad fluorescenco ozadja.

7.4 Umeritvena krivulja

Iz dobljenih vrednosti Ct za standardne orehove mesanice narisemo
standardno krivuljo kot odvisnost vrednosti Ct od relativne koncentracije
oreha v orehovi mesanici izrazene kot log (% oreha) (primer slika 5).

y=-3063x + 28329

\ :
$0 R“=0932

EaES -

Ct

4
Lol

D

r T T T T

-3 -2 =1 0 1 2 3

C [log (%o oreha v standardnem orehovem piskotu)]

Slika 5: Odvisnost vrednosti Ct od desetiSkega logaritma odstotka oreha v
standardnem orehovem piskotu (Terpin, 2010)

7.5 Relativna kvantifikacija oreha v zivilih

Glede na dolocene vrednosti Ct za posamezen vzorec zivila (tocka 7.3) iz
standardne krivulje (tocka 7.4) ocenimo koncentracijo oreha v vzorcih zivil.
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DELOVNI ZVEZEK

IZVEDBA
Narisite shemo eksperimentalnega dela

-~
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MATERIAL, POTEK DELA IN REZULTATI

1. Priprava standardnih orehovih mesanic

2. Priprava vzorcev zivil

3. Spektrofotometri¢na doloc¢itev koncentracije izolirane DNA in
priprava izbrane koncentracije DNA (30 ng/ul) za ¢PCR

3.1 Vzorci standardnih orehovih mesanic

OZNAKA -Kon.centracija Cistost Priprava DNA s C2 30 ng/ul
VZORCA ‘CZ"::“}“S DNA | DNA Vi DNA (ul) V H20 (ul )
1 (ng/p 260/ 2280

A

C

D

E

F

G

H

I

J

K
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3.2 Vzorci zivil

OZNAKA -Kon.centracija Cistost Priprava DNA s C2 30 ng/ul
VZORCA | o wens DNA| DN Vi DNA (ul) V H:0 (ul)
1 (ng/n 260/ 2280

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

4. Priprava reakcijske mesanice za qPCR- izrac¢un

Stevilo vzorcev N:

SESTAVINA | V za 1 vzorec (ul) | V za N vzorcev (ul)
UMM
Reakcijska 12,5 pl
mesanica s JuglR 2,25 ul
specifi¢no
sondo JuglF 2,25 ul
JuglP
JuglP 0,125 pl
H2Opcr
ALI:
SESTAVINA |V za 1 vzorec (ul) | Vza N vzorcev (ul)
Reakcijska | UMSybrGreen 12,5 ul
mesanica z
Tyrrrotlleinm JuglR 2,25 ul
SybrGreen JuglF 2,25 ul
H2Opcr
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5. Vrednosti Ct standardnih orehovih mesSanic dolocene s qPCR

\OIggﬁIéi % (ut.) oreha Ct
A 0
0,001
C 0,005
D 0,01
E 0,05
F 0,1
G 0,5
H 1
I 5
J 10
K 100

6. Umeritvena krivulja kot odvisnost vrednosti

Ct od relativne

koncentracije oreha v orehovi mesanici izrazene kot log (% oreha)
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7. Vrednosti Ct vzorcev zivil dolo¢ene s qPCR

OZNAKA
VZORCA

Ime vzorca

Opis vzorca

Ct

% oreha

8. Komentirajte rezultate glede na namen vaje
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STAFILOKOKNI ENTEROTOKSINI

NAMEN

V vzorcu zivila dolocite stafilokokni enterotoksin A (SEA).

POTEK EKSPERIMENTALNEGA DELA

e V vzorcu zivila dolocite bakterije vrste Staphylococcus aureus

e Vzporedno nacepite tipski sev bakterij vrste S. aureus, ki tvori SEA
e Izolirajte DNA iz kolonij bakterij vrste S. aureus dobljenih iz zivila
e Izolirajte DNA iz kolonij tipskega seva bakterij vrste S. aureus

e Izvedite PCR za dolocitev bakterij vrste S. aureus (gen femB)

e Izvedite PCR za dolocitev SEA (gen Sea)

NAVODILA

1. Dolocitev bakterij vrste S. aureus s klasiéno mikrobiolosko
metodo ISO/DIS 6888 — 1 (1999) v zivilu

Priprava zivila: maticna raztopina (MR) tako, da 10 g (ml) zivila v vrecki
za gnetilnik dodate 90 ml sterilne fizioloske raztopine (FR). Tako dobite
prvo, 10x razredcitev vzorca (R 10-1) in homogenizirate v gnetilniku (1 min,
srednja hitrost). Nato naredite razredc¢itve MR tako, da 1 ml MR prenesete
v 9 ml FR (R 10-2) in homogenizirate, potem 1 ml R 10-2 prenesete v 9 ml
FR (R 10-3) in homogenizirate. Postopek nadaljujte do razredcitve R 10-7.
Po 0,1 ml posamezne razredcitve prenesete na selektivno gojisce BP
(Baird-Parker) za izolacijo koagulaza pozitivnih stafilokokov. Gojisca
inkubirate 24-48 ur pri 37 °C in odcitate rezultate.

Gojisce BP vsebuje pepton, goveji in kvasni ekstrakt kot vira dusikovih
spojin, ogljika, zvepla, vitaminov in elementov v sledovih. Natrijev piruvat
je dodan zato, da vzpodbudi rast bakterij vrste S. aureus. Dodan je tudi
telurit, ki deluje toksi¢cno na druge stafilokoke, medtem ko kolonije
bakterij vrste S. aureus obarva ¢rno. V gojiscu je tudi jajéni rumenjak, ki
ga bakterije vrste S. aureus s svojo lecitinazno aktivnostjo razgradijo.
Glicin in litijev klorid sta dodana kot snovi z inhibitorno aktivnostjo proti
drugim bakterijam.

Znacilen izgled kolonij bakterij vrste S. aureus je c¢rna svetleca barva,
konveksna oblika, velikost 1-3 mm in okrog kolonij je prosojna in bela
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cona. Koagulaza negativni stafilokoki so deloma inhibirani, lahko zrastejo
kot rjave kolonije ali kot kolonije brez cone. Na gojiscu BP lahko zrastejo
tudi druge bakterije in zato je za identifikacijo bakterij vrste S. aureus
potrebno pregledati mikroskopski razmaz pobarvan po Gramu in narediti
biokemijske teste za identifikacijo. Kot alternativho metodo lahko
uporabimo QPCR za dolocanje bakterij vrste S. aureus.

Po inkubaciji gojis¢ BP poleg izgleda kolonij, rezultate tudi kvantificirajte.

2. Tipski sev bakterij vrste S. aureus

Na gojiscée BP precepite tipski sev bakterij vrste S. aureus NCTC 10652,
gojisce inkubirajte 24 do 48 ur pri 37 °C. Po inkubaciji dolocite in opisite
izgled kolonij.

3. Izolacija DNA bakterij vrste S. aureus iz kolonij izoliranih iz
vzorcev zivila ter izolacija DNA tipskega seva S. aureus

Glede na rezultate izolacije bakterij vrste S. aureus iz vzorcev surovega
mleka dolocite vzorce — kolonije za izolacijo DNA in jih oznacite. DNA
1zolirate tudi iz kolonije tipskega seva bakterij vrste S. aureus.

Potek 1zolacije DNA s kompletom PrepMan™ Ultra sample preparation
reagent:

1. V 1,5 ml epruveto dodamo 500 ul H20kgm in vanjo 1 kolonijo ter
vsebino 30 s meSamo na vrtinénem mesalu

2. Vsebino centrifugiramo 3 min pri 13.000 x g, supernatant
odstranimo
3. Dodamo 100 pl reagenta PrepMan ter vsebino 30 s mesamo na

vrtincnem mesalu
4. Vzorec segrevamo 10 min v termo bloku pri 95 °C
5. Vsebino centrifugiramo 3 min pri 13.000 x g
6. Supernatant prenesemo v svezo 1,5 ml epruveto

7. Supernatant do uporabe hranimo pri 4 °C (do 1 meseca)
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4. PCR za identifikacijo bakterij vrste S. aureus

Za 1identifikacijo bakterij vrste S. aureus dolo¢imo gen povrsinskega
proteina femB.

4.1. Priprava reakcijske mesSanice za dolocitev bakterij vrste S.
aureus s qPCR

Reakcijsko mesanico pripravimo za vse vzorce skupaj — to je (N vzorcev
zivil + 1 pozitivna kontrola = tipski sev + 1 negativna kontrola = H2Opcr
+ 1 rezervni vzorec zaradi pipetiranja) x 2 (vsak vzorec naredimo v dveh
paralelkah). V reakcijski mesanici je za 1 vzorec:

e Univerzalna mesanica (Power SybrGreen PCR master mix 2x):
12,5 ul

e par oligonukleotidnih zacetnikov za femB:
o femB-F: 0,75 ul (300 nmol)
o femB-R: 0,75 ul (300 nmol)

e H>Opcr: izracunamo (skupen volumen je 25 ul, od tega je 2,5 ul

DNA)

Reakcijsko mesanico razdelimo v PCR-epruvetke po 22,5 pul, Nato v
reakcijske epruvetke v mesanico za PCR dodamo vzorce pripravljene DNA.

4.2 Izvedba qPCR za identifikacijo bakterij vrste S. aureus

PCR izvedemo s standardnim programov aparata za PCR ABI Prism
7500 in dodamo 4. fazo disociacije pomnozkov (slika 6).
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1FAZA 2 FAZA 3 FAZA 4 FAZA

1 cikel 1 cikel 40 ciklov 1 cikel

95 °C
15s

95 °C

95 °C

10 min

1 min 15s

Slika 6: Casovno-temperaturni program za dolocanje gena femB s qPCR

4.3 Vrednotenje rezultatov qPCR

Po zakljucku encimske reakcije za vrednotenje rezultatov nastavimo
sledece parametre:

o meja zaznavanja: rocno nastavimo na vrednost 0,02
o 1zhodisce: avtomatska nastavitev
zato, da lahko primerjamo rezultate razlicnih qPCR.

Nato za posamezen vzorec dolo¢imo vrednost Ct. Vrednost Ct pove, koliko
ciklov je potrebnih, da aparatura zazna normaliziran fluorescentni signal
(ARn), in pomeni, da se pri dolocenih razmerah fluorescenca vzorca poveca
nad fluorescenco ozadja. Specificnost pomnozevanja preverimo s
temperaturo denaturacije pomnozkov. Hkrati preverimo tudi rezultate za
pozitivno in negativno kontrolo pomnozevanja.

5. PCR za dolocé¢itev SEA

Za dolocitev stafilokoknega enterotoksina A (SEA) izvedemo qPCR za
dolocitev gena Sea. Vzorce izberemo glede na pozitivne rezultate dolocanja
bakterij vrste S. aureus s qPCR za dolocitev gena femB.

5.1. Priprava reakcijske meSanice za doloc¢itev SEA

Reakcijsko mesanico pripravimo za vse izbrane vzorce skupaj (N vzorcev
+ 1 pozitivna kontrola = tipski sev + 1 negativna kontrola = H2Opcr + 1
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rezervni vzorec) in jo nato razdelimo v reakcijske epruvetke. V reakcijski
mesanici je za 1 vzorec:

o Univerzalna mesanica (Power SybrGreen PCR master mix 2x):
12,5 ul

o par oligonukleotidnih zacetnikov za femB:
o Sea-F: 0,75 ul (300 nM )
o Sea-R: 0,75 ul (300 nM)

o H20pcr: izracunamo (skupen volumen je 25 pl, od tega je 2,5 ul
DNA)

K v reakcijske epruvetke razdeljeni mesanici za PCR dodamo v posamezno
reakcijsko epruvetko vzorec DNA.

5.2 Izvedba qPCR za dolocitev SEA

PCR izvedemo s standardnim programov aparata za PCR ABI Prism 7500
in dodamo 4. fazo disociacije pomnozkov (slika 6).

5.3 Vrednotenje rezultatov qPCR

Rezultate vrednotimo kot je opisano pri tocki 4.3.
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DELOVNI ZVEZEK

IZVEDBA

Narisite shemo eksperimentalnega dela!

-
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MATERIAL, POTEK DELA IN REZULTATI

1. Opisite vzorce zivila

2. Izolacija in kvantifikacija bakterij vrste S. aureus iz zivila — v

spodnjo preglednico napisite rezultate

Oznaka vzorca

N (cfu/ml) | Makro-morfoloske lastnosti

Q| W >

D

S. aureus NCTC
10652

3. Izolacija DNA iz kolonij — vpisite oznake kolonij

Oznaka vzorca

Oznake 1zbranih kolonij

Q| W >

D

S. aureus NCTC
10652
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4. Priprava reakcijske mesanice za qPCR za dolocitev bakterij
vrste S. aureus — opis vzorcev, stevilo vzorcev, izracun

5. Rezultati qPCR za dolocitev bakterij vrste S. aureus

Oznaka izbranih kolonij Vrednost Ct Tm (°C) Identifikacija
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6. Priprava reakcijske mesSanice za qPCR za dolocitev SEA - opis
vzorcev, stevilo vzorcev, izracun

7. Rezultati qPCR za dolocitev SEA

Oznaka izbranih kolonij

Vrednost Ct

Tm (°C)

SEA

8. Komentirajte rezultate glede na namen vaje
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OKOLJSKI ONESNAZEVALCI

NAMEN

V vzorcu zivila (na primer pitna voda, steklenicena voda, mineralna voda),
cisti kemijski snovi ali mesanici (na primer rastlinski ekstrakt, eteri¢no olje,
konzervans) ocenite splosno toksi¢nost in nivo genotoksic¢nosti.

POTEK EKSPERIMENTALNEGA DELA

e Priprava cebulic

e Priprava kontrolnih raztopin

e Izpostavitev ¢ebulic kontrolnim raztopinam in testnim vzorcem,
inkubacija

e Priprava mikroskopskih preparatov

e Dolocitev mikromorfoloskih lastnosti

e Dolocitev makromorfoloskih lastnosti

e Vrednotenje rezultatov

NAVODILA

1. Priprava ¢ebulic

Za 1zvedbo cebulnega testa (Allium test) potrebujemo za vsak vzorec vode
12 cebulic (Allium cepa L). Za negativno kontrolo (negativna kontrola
pomeni, da ni toksi¢cnega odziva) uporabimo 12 ¢ebulic in enako 12 ¢ebulic
za pozitivno kontrolo (pozitivna kontrola pomeni, da je v dolocenem delezu
poznan toksicen odziv); v vsaki seriji je lahko 20 % slabih c¢ebulic in te
zavrzemo. Cebulice morajo biti enake velikosti (premera 1,5 do 2,0 cm),
stare najve¢ do 6 mesecev (hranjene pri 10 - 14 °C v suhem 1n zracnem
prostoru z do 50 % RV). Cebulice, ki so presusene, plesnive ali 1majo zelene
poganjke, niso primerne za cebulni test. Cebulicam odstranimo zunanje
luskoliste, rjavkast spodnji del in pazimo, da pri tem ne poskodujemo
primordialnega koreninskega obroc¢a. Kadar gre za vecje stevilo cebulic,
jih do uporabe shranimo v ¢isti vodi.
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2. Priprava kontrolnih raztopin

Kot negativno kontrolo uporabimo hranilno raztopino. Hranilna raztopina
(Preglednica 1) je pitna voda z dodatkom hranil, ki kontrolni seriji ¢ebulic
omogocijo optimalno rast. Iz osnovne raztopine pripravimo hranilno
raztopino in jo razdelimo v 12 epruvet. Osnovne raztopine pripravimo z
destilirano vodo, nato hranilno raztopino pripravimo z razredcevanjem
osnovnih raztopin z destilirano vodo. Ce namesto hranilne raztopine
uporabimo pitno vodo moramo preveriti, da ima nevtralen pH, je relativno
trda voda (Ca + Mg: 50 -70 mgll) in da ne vsebuje toksi¢nih snovi (na
primer Cu2* < 0,05 mgl-!). Vodo pred testom filtriramo preko filtra (0,2
um). Ce testiramo v vodi netopne kemijske spojine jih moramo raztopiti v
ustreznem topilu (na primer etanol, metanol, aceton) in v takem primeru
moramo preracunano vsebnost topila dodati tudi v hranilno raztopino.
Paziti moramo, da kon¢na vsebnost topila ne presega 1 % vol..

Preglednica 1: Sestavine hranilne raztopine

Hranilo Koncentracija v Koncentracija v
osnovni raztopini | hranilni raztopini

Ca(NO0s)z . 4H=0 1,0 mM 0,1 mM

KNOs 2,0 mM 0,2 mM

MgS04. TH20 1,0 mM 0,1 mM

KH2PO04 1,0 mM 0,1 mM

Fe-EDTA 3H20 0,2 mM 0,02 mM

Elementi v sledovih

MnS04 3,64 uM 0,364 uM
CuCl 0,48 uM 0,048 uM
NazMo04 0,0078 uM 0,00078 uM
ZnS0.4 0,0042 uM 0,00042 uM
H:BO:s 3,7 uM 0,37 uM

Kot pozitivno kontrolo uporabimo raztopino metil-metan sulfonata (MMS;
Sigma M4016; 1 mg 11 oz. 10 mg 1-1), ki spada med alkilirajoce snovi katere
citotoksicen in /ali mutagen ucinek je posledica predvsem metilacije DNA.
Za vsak test uporabimo 12 epruvet z raztopino MMS in jim dodamo
cebulice.
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3. Izpostavitev ¢ebulic testnim vzorcem

Cebulice hitro in previdno osusimo na papirnati brisaci in jih postavimo v
epruvete, v katere smo dodali hranilno raztopino (negativna kontrola) —
12 epruvet, raztopino MMS (pozitivna kontrola) - 12 epruvet in v epruvete
s testnimi vzorci — 12 epruvet tako, da se spodnji del cebulice dotika
hranilne raztopine, raztopine MMS oziroma testnega vzorca. Inkubacija je
do 6 dni pri sobni temperaturi (20 °C) tako, da so vzorci zasciteni pred
direktno soncéno svetlobo.

4. Priprava mikroskopskih preparatov

Po 2 dneh inkubacije i1z koreninic pripravimo mikroskopski preparat.
Vzoréimo 5 c¢ebulic (drugih 5 ¢ebulic pustimo na nadaljnji inkubaciji) iz
skupine negativne kontrole, 5 ¢ebulic iz skupine pozitivne kontrole in 5
cebulic iz skupne testnega vzorca.

Postopek priprave mikroskopskega preparata:

e Fiksiranje: V Al-posodico (vsaka cebulica, svoja Al-posodica!)
dodamo priblizno 0,5 ml raztopine za fiksiranje (9 vol. enote
CH3COOH (45 %) in 1 vol. enote 1 M HCl). Nato z ostrimi skarjami
odrezemo 2 do 4 koreninske vrsicke (do 2 mm) in jih takoj prenesemo
v Al-posodico ter 10 min segrevamo v vodni kopeli pri 55 °C.

e Barvanje: Na objektno steklce dodamo barvilo orcein (2 % orcein v
CH3COOH (45 %)). Koreninske vrsicke (brez fiksativa!) prenesemo
v barvilo na objektnem steklcu in s skalpelom naredimo t.i.
meckanec. Preparat pokrijemo s krovnim steklcem, kosckom
papirnate brisace in preparat previdno stisnemo, da razporedimo
celice v eno ravnino. Odvecno barvilo popivnamo s papirnato
brisato. Ce krovno steklce zalepimo lahko preparat hranimo 2
meseca pri 4 °C.

5. Dolo¢itev mikromorfoloskih lastnosti

Mikroskopske preparate koreninic mikroskopiramo pri 400x (100x, 1000x)
povecavi. Najprej pregledamo mikroskopske preparate kontrolnih cebulic
(negativna kontrola, pozitivna kontrola) in nato preparate cebulic, ki so
bile izpostavljene testnim vzorcem. Dolo¢imo:
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e Mitotski indeks (MI, %): pregledamo 50 celic in dolo¢imo stevilo
delecih se celic. Nato izracunamo mitotski indeks:
(St.delecih se celic)

Ml = 100
St.opazovanih celic (50) *

e Ce je MI vzorca veliko manjs$i ali veliko vedji od MI negativne
kontrole (NK), lahko ocenimo citotoksic¢nost (%):

MI (vzorec)

Ocena citotoksi¢nosti =
MI (negativna kontrola)

e Na preparatih cebulic, ki so bile izpostavljene razlicnim vzorcem
(negativna kontrola, pozitivna kontrola, testni vzorec) opazujemo
spremembe na kromosomih (predvsem v anafazi in metafazi) ter
zabelezimo stevilo ter vrsto poskodb:

o Pojav zlepljenosti kromosomov — indikator zelo toksi¢nega,
najveckrat ireverzibilnega delovanja, ki vodi v celicno smrt

o Klastogen ucinek: je genotoksicen ucinek na kromosome —
pridobitev, preureditev ali izguba dela kromosoma (najbolje
vidno v metafazi kot kromosomski fragmenti ali mosticki) —
je indikator mutagenega delovanja

o Podaljsani in lo¢eni kromosomi

Glede na dobljene rezultate izracunamo odstotek poskodovanih celic in
ocenimo raven genotoksicnosti.
St.poSkodovanih celic(kromosomov)

Ocena genotoksicnosti = — - - x 100
St.opazovanih celic

6. Doloc¢itev makromorfoloskih lastnosti

Po 4-6 dneh inkubacije preostalim petim cebulicam izmerimo dolzino
koreninic in opisemo 1izgled koreninic pri kontrolnih cebulicah in
cebulicah, ki so bile izpostavljene testni snovi. NatancnejSe je merjenje
dolZine, ce koreninice odrezemo in izmerimo, vendar je v tem primeru
cebulica neuporabna za mnadaljnjo inkubacijo. Glede na meritve
1zracunamo povprecno dolzino korenin vsak ¢ebulice in delez dolzine glede
na kontrolne c¢ebulice. Pri izgledu koreninic je pomembna predvsem barva,
saj se le ta lahko spremeni na primer, ¢e gre za odmrlo tkivo (mocno
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toksicen ucinek) postanejo koreninice bolj ali manj rjavo obarvane ali ce
so v vodi 1oni bakrovega sulfata so modro zelene barve.

S testom ANOVA primerjamo dolzine koreninic testih vzorcev in
kontrolnih vzorcev in ce je p<0,05 lahko dolo¢imo nivo splosne toksic¢nosti:

Ocena splosne toksitnosti

povprecna dolzina koreninic pri vzorcu 100

= 2 - . ; . ;X
povprecna dolzina koreninic pri negativni kontroli

7. Modifikacije osnovne metode
Obnovljivost — reverzibilnost poskodb:

Za to 1zvedbo potrebujemo 20 cebulic, in s prvimi 10 postopamo kot je
opisano od 1. do 6. Po stirih dnevih inkubacije zamenjamo tesno tekocino
s hranilno raztopino pri petih ¢ebulicah in nato zopet zamenjamo hranilno
raztopino peti dan in sSesti dan izmerimo dolzino koreninic. Ce je bilo
toksi¢no delovanje v prvih stirih dneh reverzibilno, bodo imele te cebulice
nove koreninice ali pa bodo daljse kot pri testnih cebulicah, ki so bile
1zpostavljene testni tekocini.

Tretiranje s kolcihinom

Za podrobnejse studije kromosomskih poskodb (lomov) namesto 10 ¢ebulic
testiramo 12-13 cebulic. Te dodatne 2 — 3 c¢ebulice pred pripravo
mikroskopskega preparata inkubiramo v 0,1 % raztopini kolcihina, naprej
1zvajamo preiskavo po tockah 1 — 6.
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DELOVNI ZVEZEK

IZVEDBA

Narisite shemo eksperimentalnega dela!

-
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MATERIAL, POTEK DELA IN REZULTATI

1. Opisite vzorec (izgled, priprava, Stevilo paralelk, oznake), ki
mu dolocate sploSno toksi¢nost in genotoksicnost

2. Opisite kontrolne vzorce (priprava, Stevilo paralelk, oznake)

Negativna kontrola (NK):

Pozitivna kontrola (PK):
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3. Mikromorfoloske lastnosti ¢ebulic negativne kontrole — skice

Cas inkubacije:

Profaza

Metafaza

Oznaka paralelke:

Povecava: 1000x

Anafaza

Telofaza

Interfaza

4. Mikromorfoloske lastnosti cebulic negativne kontrole

Cas inkubacije:

Oznaka paralelke:

Oznaka
kontrolne
¢ebulice

Stevilo celic

Stevilo deleéih se celic

Inter-faza Pro-faza

Meta-faza

Ana- faza

Telo-faza

NK1

NK2

NK3

NK4

NK5

Izracun mitotskega indeksa (MI) za NK:
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5. Mikromorfoloske lastnosti ¢ebulic pozitivne kontrole - skice

Cas inkubacije: Oznaka paralelke: Povecava: 1000x
Profaza Metafaza Anafaza
Telofaza Interfaza

6. Mikromorfoloske lastnosti ¢ebulic pozitivne kontrole

Cas inkubacije: Oznaka paralelke:

Oznaka Stevilo celic Stevilo deleéih se celic
kontrolne

cebulice Inter-faza Pro-faza | Meta-faza | Ana- faza Telo-faza

PK1

PK2

PK3

PK4

PK5

Izracun mitotskega indeksa (MI) za PK:
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7. Mikromorfoloske lastnosti testnih (vzorca) ¢ebulic - skice

Cas inkubacije: Oznaka paralelke: Povecava: 1000x
Profaza Metafaza Anafaza
Telofaza Interfaza

8. Mikromorfoloske lastnosti testnih ¢ebulic

Cas inkubacije: Oznaka paralelke:

Oznaka Stevilo celic Stevilo dele¢ih se celic
kontrolne

cebulice Inter-faza | Pro-faza | Meta-faza | Ana- faza Telo-faza

V71

VZ2

VZ3

VZ4

VZ5

Izracun mitotskega indeksa (MI) za VZ:
Ocena citotoksi¢nosti vzorca:
Ocena genotoksi¢nosti vzorca:
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9. Makromorfoloske lastnosti ¢ebulic negativne kontrole

Cas inkubacije:

Oznaka
¢ebulice

Dolzina
koreninic
(mm)

Opis koreninic

NK1

NK2

NK3

NK4

NK5

Povprecje

10. Makromorfoloske lastnosti ¢ebulic pozitivne kontrole

Cas inkubacije:

Oznaka
¢ebulice

Dolzina
koreninic
(mm)

Opis koreninic

PK1

PK2

PK3

PK4

PK5

Povprecje
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11. Makromorfoloske lastnosti testnih ¢ebulic

Cas inkubacije:

Dolzina
Oznaka L. . ..
. . koreninic Opis koreninic
¢ebulice

(mm)
Povprecje

12. Zbir rezultatov — splosna toksi¢nost— izracun s testom ANOVA

Cebulice Povprecna dolzina koreninic Splosna toksi¢nost

Negativna kontrola

/

Pozitivna kontrola

Vzorec 1

Vzorec 2

Vzorec 3

Vzorec 4

Vzorec 5
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13. Zbir rezultatov — raven genotoksi¢nosti — izracun s testom

ANOVA

Cebulice

Povprecno stevilo delecih se celic

Vseh

Poskodovanih

Raven ogrozenosti —
ocena tveganja (%)*

Negativna kontrola

Pozitivna kontrola

Vzorec 1

Vzorec 2

Vzorec 3

Vzorec 4

Vzorec 5

*Qcena tveganja: <2 %: /; 3-5 %: nizka; 6-11 %: srednja; 12-15 %: visoka; >16 %:

kritiéna

14. Komentirajte rezultate glede na namen vaje
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PRILOGA

MIKOTOKSINI

Priloga 1: Izolacija plesni na gojis¢u DRBC (A) in gojiscu DG18 (B)
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Priloga 3: Eksudat na koloniji plesni viden s prostim o¢esom
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Priloga 6: Ohratoksin A (OTA) in aflatoksin B1 (AFB1)

OTA AFB1

0 OH a

] ,‘_‘J y

Cl

(http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/search/a?dbs+hsdb:@term+@DOCNO+4305;
http://toxnet.nlm.nih.gov/cpdb/chempages/ AFLATOXIN%20B1.html)

Priloga 7: Nanos vzorcev plesni na plosc¢o za TLC

Priloga 8: TLC-plosca za dolocanje AFB1 osvetljena z UV-svetlobo

Legenda: S: standard AFB1 (1 pg/ml), V1- V4: vzorci plesni
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ALERGENI

Priloga 9: Princip doloc¢itve pomnozkov pri qPCR s specifi¢éno sondo

Dolocitev pomnozkov s TagMan-sondo:

FORMAAD FRIMEE PROEE

5 r
» 5
L) 3

-0 E_I

REWEREEFRIMER
1. Prileganje zacetnih oligonukleotidnih zacetnikov in
sonde, ki ima vezana reportersko (R) in zaviralno barvilo

Q)
5 ? m i
r 5
Ly 3
p— E_I

2. Podaljsevanje oligonukleotidnih zacetnikov in
eksonukleazna aktivnost Tag-polimeraze

w M 7

-q—
5 II ' QP
=l ﬁl
'y 1

3.Sprostitev reporterskega barvila - fluorescenca

w 0 s

-Q=- -\ 9.
5 -
=I &I
5' ;I

http://www.lifetechnologies.com/si/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/gpcr-

education/tagman-assays-vs-sybr-green-dye-for-gpcr.html
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STAFILOKOKNI ENTEROTOKSINI

Priloga 10: Princip dolocitve pomnozkov pri qPCR z nespecificno metodo

Dolocitev pomnozkov s fluorescentnim barvilom
SybrGreen:

Barvilo SyberGreen ne fluorescira kadar ni vezano v
dvovijacni DNA

PodaljSevanje oligonukleotidnih zacetnikov in vezava
barvila SyberGreen v dvovijacno DNA

OSSR D PR E
— [ ]
L
L L
1
-9-
. .‘_L'_

Vezava barvila SybrGreen v pomozke - fluorescenca

1
_.._
1 L) T ]
1 1 xl | 2
9- -0- -0- -0- -0
T 1

http://www.lifetechnologies.com/si/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/gpcr-

education/tagman-assays-vs-sybr-green-dye-for-gpcr.html
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OKOLJSKI ONESNAZEVALCI

Priloga 11: Mikroskopske slike ¢ebulnih celic: (A) anafaza, (B) telofaza, (C)
profaza, (D) metafaza, (E) interfaza
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Priloga 12: Mikroskopske slike ¢ebulnih celic z razlicnimi poskodbami v
metafazi in anafazi

(A) nepravilna metafaza z nepravilno razporejenimi kromosomi in lomi, (B)
podaljsani metafazni kromosomi, (C) anafazni mikromosticki, (D) anafazni
mosticki, (E) lomi kromosomov, (F) nepravilna razvrstitev, zlepljenost
kromosomov

(E)
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