Практичне заняття № 1

Тема: Введення в токсикологію. Предмет, завдання і структура токсикології. Оцінка токсичності продуктів методом біотестування.
Мета: познайомитися з речовинами, здатними чинити токсичний ефект на організм людини; познайомитися з видами можливої токсичної дії на організм; навчитися досліджувати продукти на токсичність методом біотестування; познайомитися з об'єктами, що використовуються для біотестування. 

Обладнання та реактиви: зважені культури Tetrahymena pyriformis; вода водопровідна (набрати воду в скляну колбу необхідно не менше чим за 24 години до дослідження, кип’ятити впродовж 1 години на водяній бані, закрити стерильним тампоном і поставити відстоюватися), використати верхній шар; досліджувані продукти; фарфорова ступка і товкачик; флакони пеніцилінів з пробками; предметне і покривне скло; мікроскоп; скляні палички; паперові фільтри; 1 %-вий розчин ацетону; струшувач.

Основні теоретичні положення

Хімічні сполуки, що забруднюють навколишнє середовище і продукти харчування, здатні чинити на організм специфічну дію, що проявляється не в період дії і не відразу після закінчення, а у віддалені періоди життя індивідуумів. Біотестування дозволяє оцінити безпосередній вплив токсикантів на живі організми і дає можливість на кількісній підставі за рахунок отримання конкретних цифрових даних характеризувати рівень токсичності середовища для організмів.
Експерименти на теплокровних тваринах по вивченню віддалених наслідків дії хімічних речовин тривають декілька років і вимагають великих витрат. В якості тест-об’єкта для виявлення токсичних речовин використовуються одноклітинні тварини – інфузорії Tetrahymena pyriformis (рис. 1). 
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Рисунок 1 – Tetrahymena pyriformis
На цих організмах розроблена прискорена методика визначення токсичних речовин. Перевага методу біотестування на інфузоріях Tetrahymena pyriformis пов’язана з особливостями тест-об’єкта: інфузорії широко розповсюджені у водоймах і беруть активну участь у кругооберті речовин як консументи, проявляють високу чутливість до широкого спектра токсикантів, мають відносно короткий цикл розвитку, поєднують ознаки окремої клітини й цілого організму; схожість із тваринами по кислотно-лужному типу травлення, аналогічних ферментних систем, добре розвинених мітохондрій і характеризуються універсальним кодом нуклеїнових кислот, подібних до коду вищих тварин.

Токсикологічна оцінка за допомогою біотестування на інфузоріях T. pyriformis забезпечує ранню діагностику якості води та інших речовин. Отримана в такий спосіб оперативна інформація дозволяє провести подальшу перевірку несприятливої ситуації загальноприйнятими в токсикології методами.

Практична частина

1. Взяти
наважку досліджуваного продукту (5 г), ретельно подрібнити, помістити в конічну колбу і підлити 5 мл 1%-вого розчину ацетону, струшувати впродовж 15 хвилин з відкритою шийкою.

2. Після
закінчення часу – фільтрують через складчастий фільтр.

3. В
флакон з пеніциліном підлити 3 мл заздалегідь прокип’яченої води і 0,5 мл середовища з культурою Tetrahymena pyriformis. Використати цей флакон як контрольний.

4. В
другий флакон підлити 3 мл отриманого фільтрату і 0,5 мл суспензії культури інфузорій (дослідний флакон).

5. На
покривне скло нанести краплю з флакона з контролем і накрити покривним склом. Розглянути при малому збільшенні. Підрахувати видиму кількість інфузорій і розглянути їх морфофункціональний стан.

6. Таким
же чином ввчинити з дослідним зразком.

7. Провести облік результатів, проробляючи пункт 4 і 5, через 15, 30 і 45 хвилин. 

8. Облік результатів проводиться по морфофункціональних змінах Tetrahymena pyriformis: деформація клітин, поведінка (рухливість), загибель клітин і лізис клітин.

9. Зробіть висновок по виконаній роботі.

