KVALITA VODY — STANOVENI
GENOTOXICITY VODY A ODPADNICH VOD
POMOCI UMUC TESTU




UMUC TEST

Jednoduchy screeningovy nastroj

s miniaturizovanym provedenim a sirokou
specifitou k riznym skupinam genotoxickych
faktoru

Podstatou umuC testu je indukce SOS odpoveéedi
v disledku poskozeni DNA genotoxickou latkou

Princip testu: testované organismy jsou
exponovany testovanou latkou (vzorkem) s nebo
bez metabolické aktivace

Testovaci organismus: Salmonella typhimurium
TA1535/pSk1002



SALMONELLA TYPHIMURIUM TA1535

Pouziva se organismus nesouci plazmid Sk1002 s
umuC-lacZ genem a rezistentni vuci ampicilinu

Bakterie je uchovavana v 150 pl media s 10%
DMSO nebo 20% glycerolu

Teplota -80°C
2 ml ampule



REAGENTY

Roztoky musi byt pripraveny sterilné, za pouziti
sterilni, delonizované vody

1 mol/l HCI, 1 mol/l NaOH, C,H,SO,

TGA medium (pH 7,0 £ 0,2, uchovavano pr1 -
20°C), 10x koncentrované TGA medium
B-pufr, fosfatovy pufr, S9 mix, ONPG, stop
reagent (roztok Na,CO, ve vode)



PRIPRAVA VZORKU

Test by se mel provadet bezprostredné po odbéru,
pokud ne, meély by byt vzorky uchovavany pri 4°C
Vzorky by meély byt analyzovany v tomto pripade
48 hodin po odbéru



PRIPRAVA KULTURY

Ampulka se zasobni kulturou se necha roztat a 1
ml se prida do 20 ml TGA media, centrifuguje se

Odlije se supernatant a resuspenduje se v 1 ml
cerstvého media

Necha se inkubovat pres noc pri 37°C, 12 h

Zmeéri se opticka densita A,y (pouziti TGA media
jako blank) a bakterie se naredi na potrebnou
hustotu



SCHEMA PIPETOVANTI
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S1, S2, 53, 54, S5,

S6 ...vzorky o ruzném redéni

NC ...negativni kontrola

PC ...pozitivni kontrola

SC ...kontrola pouzitého rozpoustédla

BL ...blank
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120 pl destilované vody vsude kromé A-F (1-3) a H (1-6)
360 ul vzorku do prvnich tri jamek (poté se rozredi do

ostatnich jamek)

153 pul vody do PC a SC (H1 az H6)

27 ul 30% DMSO ve vode do SC (H4-H6)

27 ul 4-NQO (4-Nitroquinoline N-oxide) (finalni koncentrace
50 ng/ml) do PC (H1-H3)

20 ul 10x zahusténého TGA media do vsech jamek

70 ul inokula do vsech jamek kromé BL

70 ul TGA media do BL




Prida se 30 ul ONPG a necha se inkubovat 30
min za stalého michani, pri 28°C

120 ul stop reagentu

Meéri se absorbance v kazdé jamce pri 420 nm



VYPOCTY MERENI
G...rustovy faktor:

G = (Agoo,r — Aso0,8) / (Aso0,n — Ago0,B)
Aggo,r absorbance vzorku

Aggon absorbance NK

Aggo g absorbance BL

Aktivita B-galaktosidazy:

Ur = (Ao — Auz0,) 1 (Agoo.n — Asoo,p)
Indukcéni pomeér:

Iz = 1/G x (Ayg0r — Ayz0,p) | (Ayz0n — Ayz0,B)



VALIDACE

Test je validni, pokud PK dosahne indukcéniho
pomeéru (Iz) minimalné 2

Minimalni nartist NKje G=1 az 12

Vysledky nemohou byt hodnoceny, pokud G < 0,5

Voda je genotoxicka, pokud je indukcéni pomer
vyssinez 1,5



