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Rozwdj technologiczny, wzrost industrializacji oraz zwigkszanie si¢ liczby ludnos$ci na §wiecie powoduje co-
raz bardziej drastyczne pogarszanie si¢ warunkéw Srodowiskowych na Ziemi. Diugotrwata ekspozycja na
zanieczyszczenia, wirod ktorych znajduja si¢ substancje genotoksyczne powoduje zachorowalno$¢ populacii
na choroby nowotworowe. W pracy przedstawiono testy wykrywajace dziatanie genotoksyczne probek $ro-
dowiskowych bazujace na bakteriach Salmonella typhimurium, oméwiono zasady ich przeprowadzania oraz
badane efekty koncowe poszczegolnych z nich. Omowione zostaly takze szczepy wykorzystywane w po-
szczegblnych testach. W pracy przedstawiono test klasyczny test Salmonella, mikroptytkowy test Ames Il
oraz test UMU wykorzystujacy system SOS do naprawy DNA.

1. GENOTOKSYCZNOSC

Rozwdj nowych technologii, wzrost industrializacji oraz wzrost liczby ludnosci Spra-
wia, ze od kilkunastu lat obserwuje si¢ coraz bardziej widoczne pogorszenie warunkéw
srodowiskowych na Ziemi. Dazenie do obnizenia kosztow produkcji zardbwno dobr co-
dziennego uzytku, jak i tych luksusowych wigze si¢ z opracowywaniem coraz to nowszych
technologii, ktore niejednokrotnie powoduja pogarszanie si¢ jakosci Srodowiska naturalne-
go. Do tego procesu przyczynic¢ si¢ moga miedzy innymi: wykorzystywanie nowych sub-
stancji chemicznych, produkty posrednie, w tym takze uboczne, powstajace w trakcie
procesu produkcji oraz wprowadzanie do $rodowiska odpadéw z proceséw przemysto-
wych. Nie bez znaczenia sg takze substancje zawierajace w swojej strukturze atomy meta-
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li. Wszystkie te czynniki oddzialujac na $rodowisko powoduja takze niekorzystny wplyw
na zwierzeta oraz ludzi [1].

Szacuje sig, ze dorosty cztowiek pobiera w ciggu doby od 12 do 15 m® powietrza, a za-
potrzebowanie na wode u dorostego cztowieka, w zaleznosci od warunkow atmosferycz-
nych oraz trybu zycia, waha si¢ od 2 od 5 dm® wody na dobe. Ponadto, dieta zawiera wiele
0Wocow 1 warzyw, ktore pobierajag wode oraz sole mineralne z gleby [1].

Dzi$ coraz powszechniejsza staje si¢ zachorowalno$¢ na choroby nowotworowe. Jed-
nym z podstawowych czynnikow prowadzacych do tego stanu rzeczy jest stosunkowo
latwe narazenie na dziatanie substancji powodujacych uszkodzenia materiatu genetyczne-
go. Zwiazki takie nazywamy zwigzkami genotoksycznymi, a genotoksycznoscia zjawisko
wywolywane przez nie, powodujace szkodliwe dziatanie na materiat genetyczny [2, 3].

Czynniki powodujace trwale zmiany w materiale genetycznym moga mie¢ charakter
chemiczny wywotywany przez okreSlone substancje, nalezace zazwyczaj do grupy sub-
stancji organicznych, badz charakter fizyczny wywotywany przez promieniowanie UV lub
promieniowanie X [4]. Najlepiej poznanymi i zidentyfikowanymi zwigzkami o wlasciwo-
$ciach genotoksycznych sg substancje takie jak: wielopierscieniowe weglowodory aroma-
tyczne, jedno- i dwupierscieniowe weglowodory aromatyczne, weglowodory alifatyczne,
cykloalkany, oraz takie, ktore w swoich strukturach zawieraja metale, siarke, chlor badz
tlen [2, 5].

Analiza chemiczna wszystkich substancji wystgpujacych w probkach srodowiskowych
jest niemozliwa z wielu wzgledow z ktorych najistotniejszymi sg: brak technik analitycz-
nych pozwalajacych na wykrywanie wszystkich zwigzkow, mnogos¢ powstajacych sub-
stancji chemicznych w roznych galeziach przemyshu, wzajemne oddziatywania miedzy
nimi, wysokie koszty analiz oraz konieczno$¢ zastosowania specjalistycznych technik
analitycznych, obecno$¢ poszczegdlnych zwiazkow na poziomie $ladowym trudno wy-
krywalnym w trakcie badan [2].

Wsrod badan genotoksycznosci probek srodowiskowych najczesciej wykorzystuje sie
badania przesiewowe. Ich celem jest wyselekcjonowanie poszczegolnych substancji, ktore
nalezatoby poddac dalszej i bardziej starannej obserwacji. Badania przesiewowe opieraja
si¢ glownie na krotkoterminowych testach bakteryjnych. Wérod testow najczesciej wy-
mienianych w literaturze wystepuja klasyczny test Salmonella, test kometkowy, test SOS
Chromotest oraz test UMU [6-9]. Alternatywa do testow bakteryjnych sa testy
z wykorzystaniem organizméw eukariotycznych takich jak: grzyby, ryby, rosliny, owady
[3, 10, 11, 12].

W niniejszej pracy skupiono si¢ na poréwnaniu testow wykorzystujacych szczep bakte-
ryjny Salmonella typhimurium w badaniach genotoksycznosci probek srodowiskowych.
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2. KLASYCZNY TEST SALMONELLA (AMESA)

Klasyczny test bakteryjny Salmonella opracowany zostat w latach 70. XX wieku
przez Bruca Amesa i nazwany jego nazwiskiem. Niedtugo pdzniej zyskal powszechne
uznanie wsrod badaczy zajmujacych si¢ mutagennoscia, a takze jest zalecany przez
Migdzynarodowa Agencj¢ Badan nad Rakiem (International Agenccy for Research
on Cancer) oraz proponowany do oceny jako$ci zdrowotnej wody przeznaczonej
do spozycia przez Standard Methods for Examination of Water and Wastwater
US EPA [2, 4].

Zasada testu polega na badaniu wystgpowania rewersji mutacji u histydynozalez-
nych auksotroficznych szczepéw Salmonella typhimurium LT2. Szczepy wykorzy-
stywane do badania zostaly zmutowane w taki sposob, aby nie miaty mozliwos$ci syn-
tezy histydyny. Ponadto, do szczepow wprowadzana zostata mutacja rfa powodujaca
zwigkszong przepuszczalno$¢ blony komorkowej poprzez zmiang jej sktadnikoéw lipo-
proteinowych oraz delecja AuvrB zmniejszajagca zdolno$¢ naprawy materialu gene-
tycznego poprzez wycinanie uszkodzonych fragmentow i zastgpowanie ich prawidto-
wymi. Do wzrostu zmutowanym bakteriom niezbedne jest podloze zawierajace
histydyne i1 biotyne. W trakcie ekspozycji szczepdw testowych na zwigzek o dziataniu
mutagennym przedostaje si¢ On przez przepuszczalng btong komérkowa powodujac
mutacj¢ powrotng. Na podstawie obserwacji wzrostu szczepu testowego na podtozu
niezawierajacym histydyny wnioskuje si¢ o mutagennych witasciwosciach badanych
zwigzkow [2, 13].

Wisrod wielu szczepow bakteryjnych uzyskanych metodami inzynierii genetycznej
uzywanych do testu Amesa, najcze$ciej w badaniach wykorzystuje si¢ szczepy Sal-
monella typhimurium TA97, TA98, TA100, TA102, TA104, a takze ich pochodne
uzyskane na bazie szczepow podstawowych takie jak: YG1041 i YG1042. Pochodne
szczepow konstruuje sie¢ w celu selektywnego okre$lania dziatania konkretnych grup
zwigzkow mutagennych. Zastosowanie danego szczepu zalezy od specyfiki badanej
probki i tak przyktadowo do oznaczen potencjalnej mutagennosci wody stosuje si¢
szczepy TA98 oraz TA100, natomiast w przypadku badan probek powietrza,
a w szczego6lnosci zawierajacych pochodne nitrowe, nalezy wzig¢ pod uwagg rozsze-
rzenie badan o szczepy YG1041 oraz YG1042 [2, 13].

Podstawows cechg bakterii stosowanych w testach przesiewowych sg rdéznice po-
migdzy budowa bakterii, a organizméw wyzszych oraz brak zdolnosci bakterii do
aktywacji metabolicznej takich promutagenéw jak w przypadku organizméw wyz-
szych. Aby umozliwi¢ interpolacje wynikow uzyskanych w testach bakteryjnych na
organizm ludzki, jako jeden z wariantow stosowanych w czasie badan wykorzystuje
si¢ frakcje S-9 enzymoéw mikrosomalnych wyizolowanych z watroby szczura. Frakcje
te indukuje si¢ przy pomocy bifenyli [13, 14].
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Tabela 1. Przykladowe szczepy uzywane w tescie Salmonella [2]

Szczep Opis
Salmonella typhimurium
TA 97 TA 1537 his D6610-01242 (pKM101)
TA 98 TA 1538 his D3052 (pKM101)
TA 100 TA 1535 his G46 (pKM101)
TA 102 TA 1537 (pAQ1)
TA 104 TA 1537 his G428 (pKM101)
YG 1041 TA 98 (pYG233): szczep o podwyzszonej aktywnosci nitroreduktazy
i O- acetylotransferazy (pYG233)
YG 1042 TA100(pYG233): szczep o podwyzszonej aktywnosci nitroreduktazy
i O- acetylotransferazy (pYG233)

Procedura wykonywania klasycznego testu Amesa polega na przygotowaniu ptytek
z podtozem mineralnym niezawierajacym histydyny. W trakcie testu przygotowuje si¢
probe badang zawierajaca badang substancjg, szczep testowy oraz frakcje S-9 (lub
bufor fosforanowy w przypadku badan bez uzycia frakcji mikrosomalnej). Nastepnie
do przygotowanej proby dodaje si¢ potpltynny agar zawierajacy w swoim skladzie
$ladowe ilosci biotyny i histydyny, pozwalajace na okoto 2-3 podziaty komorkowe.
Tak przygotowang mieszaning przenosi si¢ na podtoze mineralne. W trakcie trwajacej
od 48 do 72h inkubacji (w zalezno$ci od zastosowanego szczepu bakteryjnego) bakte-
rie, ktore ulegly mutacji powrotnej tworza na plytce agarowej kolonie. Ilos¢ powsta-
jacych w trakcie inkubacji kolonii proporcjonalna jest do dziatania mutagennego za-
stosowanego zwigzku. W trakcie prowadzenia badan pamieta¢ nalezy o sprawdzeniu
zdolnoéci bakterii do rewersji spontanicznej [2, 13].

3. TEST AMES II

Test Ames Il jest testem oceny mutagennosci wykonywanym w formacie mikro-
ptytkowym. Opracowany i produkowany przez szwajcarskg firm¢ Xenometrix test
Ames II jest alternatywa do wykonywania klasycznego testu Salmonella.

W szczepach przeznaczonych do tego testu wprowadzono mutacje punktowe
uniemozliwiajgce im synteze histydyny. W zwigzku z tym, bakterie nie maja mozli-
wosci wzrostu na podtozach niezawierajacych tego aminokwasu. Rewersja wprowa-
dzonej mutacji, a co za tym idzie ponowna mozliwo$¢ wzrostu bakterii na podtozach
pozbawionych histydyny moze zostaé¢ osiggnigta poprzez substytucje zasad lub zmia-
ne ramki odczytu w obrebie genu po dodaniu do hodowli czynnika mutagennego [15].

Test zawiera standardowo dwa szczepy bakteryjne: Salmonella typhimurium TA98
oraz TA-Mix . Pierwszy z nich wykrywa zmiang ramki odczytu, a mieszanina szcze-
pow substytucje par zasad. W sktad mieszaniny TA-Mix wchodzi, w rownych propor-




Badania genotoksycznosci probek srodowiskowych na przyktadzie testow wykorzystujgcych... 41

cjach, szes¢ szczepow otrzymanych metodami inzynierii genetycznej na bazie szczepu
TAL100. Szczepy te oznaczone jako TA7001, TA7002, TA7003, TA7004, TA7005
oraz TA7006 umozliwiajag wykrycie substytucji wszystkich szesciu mozliwych par
zasad (kazdy ze szczepow Wykrywa jedna specyficzng mutacje). W tabeli 2 przedsta-
wiono zestawienie szczepow oraz typy wykrywanych przez nich mutacji. Szczepy
TA7001-TA7006 okazaly si¢ szczegélnie przydatne w przypadku badan nitrowych
pochodnych wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych [2, 15, 16].

Test Ames Il przewiduje badanie 6 stgzen zwigzku oraz kontroli pozytywnej i ilo-
$ci powstajacych rewersji spontanicznych. Procedura przeprowadzenia testu polega
na ekspozycji szczepéw na badane zwigzki w podtozu zawierajagcym $ladowe ilosci
histydyny przez okres 90 minut. Producent okresla, ze w tym okresie oraz przy ogra-
niczonej ilo§ci aminokwasu mozliwe beda okoto 2 podziaty komdrkowe. Nastepnym
etapem jest rozcienczenie hodowli podtozem niezawierajacym histydyny, ktore jest
jednoczesnie wskaznikiem zmiany pH oraz przeniesienie jej do ptytek inkubacyjnych.
Inkubacja trwa 48h, w trakcie ktorej komorki bakteryjne w ktorych wystapita mutacja
powrotna zaczynaja prowadzi¢ metabolizm. Produkty metabolizmu kolonii bakteryj-
nych powoduja obnizenie pH, ktore skutkuje zmiang barwy podtoza wskaznikowego
z fioletowej na z6tta. Test Amesa II wykonywaé mozna zar6wnO W obecnosci
jak i bez frakcji S-9 [15, 17].

Tabela 2. Szczepy uzywane w tescie Ames II oraz typy wykrywanych przez nie mutacji [16, 17]

Szczep Typ wykrywanej mutacji Mutacja
S. typhimurium TA98 Ramka odczytu GCGCGCGC
S. typhimurium TA-Mix:
S. typhimurium TA7001 Substytucja par zasad AT>G.C
S. typhimurium TA7002 Substytucja par zasad T:A>AT
S. typhimurium TA7003 Substytucja par zasad T:A>G:.C
S. typhimurium TA7004 Substytucja par zasad G:.C>AT
S. typhimurium TA7005 Substytucja par zasad C.G>AT
S. typhimurium TA7006 Substytucja par zasad C.G>G:.C

Optyczne porownanie ilosci dotkdw o zmienionej barwie z rewersja spontaniczng
bakterii pozwala na szacowanie wlasciwosci mutagennych substancji poddawanych
ocenie. Jako mutacje pozytywna okresla si¢ kazdy dotek o barwie odbiegajaca od
podstawowej.

4. TEST UMU

Innym z testow wykorzystujacych bakterie Salmonella typhimurium jest uwazany
za prosty i szybki test UMU. Wykorzystywany tutaj szczep 0 0znaczeniu
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TA1535/pSK1002. Szczep testowy posiada zwielokrotniony plazmid pSK1002, ktory
pozwala przyspieszy¢ otrzymywang w trakcie testu odpowiedz oraz zwigkszy¢ czu-
lo$¢ bakterii. Czynniki powodujace uszkodzenie materialu DNA powoduja ekspresje
genu UmuC znajdujacego si¢ w operonie SOS. Gen ten, ktory powigzany jest z indu-
kowanymi genami recA, lexA i UmuD odpowiada za wystgpowanie procesu naprawy
DNA. Wywotanie indukcji genu UmuC, ktory potaczony jest z genem LacZ powoduje
aktywnos$c wewnatrzkomorkowa B-galaktozy w potaczeniu z delecjg regiony LacZ
genomu bakteryjnego. Zwielokrotnienie plazmidu UmuC-LacZ pozwala na zwieksze-
nie szybkosci i czutoéci prowadzonego badania. Poza zwielokrotnionym plazmidem
W szczepie zastosowano mutacj¢ rfa oraz delecj¢ AuvrB [2, 3, 6, 9].

Test opiera si¢ zatem o proces naprawy DNA uruchamiany przez komérke w mo-
mencie stwierdzenia uszkodzenia nici DNA. W skutek uszkodzenia nici DNA naste-
puje wzrost aktywnosci enzymu [-galaktozy. Zauwazenie tej aktywno$ci wykazuje
potencjalne dziatanie mutagenna zastosowanych w trakcie badan zwiagzkow [2, 9, 18].
Przydatno$¢ testu UMU wykazano do wykrywania mutagennego dziatania r6znorod-
nych zwigzkow i mieszanin w tym takze dwutlenku azotu (NO,), ktérego nie wykaza-
ty badania prowadzone klasycznym testem Salmonella przy zastosowaniu szczepow
TA98 i TA100 [3].

5. PODSUMOWANIE

Szczep Salmonella typhimurium jest szeroko stosowany do badan zwigzanych
z potencjalng mutagennoscia i genotoksycznoscig probek srodowiskowych. Nie bez
znaczenia dla tego faktu wydaje si¢ by¢ ogromna liczba szczepoéw testowych wyko-
rzystywanych w badaniach. Ilos¢ dostepnych szczepoéw oraz mozliwos¢ wprowadza-
nia w ich materiale genetycznym specyficznych mutacji pozwala na ocen¢ réznorod-
nych komponentéw $rodowiskowych takich jak gleba, woda czy powietrze. Ponadto,
mozliwosci konstrukcji pochodnych szczepéw na bazie szczepéw macierzystych
zwieksza czuto$¢ testow dla konkretnych substancji np. nitrowych pochodnych WWA
w przypadku szczepéw YG1041 oraz YG1042.

Popularnos$¢ testow wykorzystujacych bakterie Salmonella typhimurium jest nadal
bardzo duza wsrdd badaczy efektow genotoksycznych roznego rodzaju probek. Do-
datkowo, zastosowanie, w trakcie badan, mikrosomalnej frakcji z watroby szczura
pozwala na interpolacje wynikéw uzyskanych w bakteryjnych testach przesiewowych
na organizmy ludzi i zwierzat.

Poczawszy od lat 70. XX wieku, kiedy opracowany zostat klasyczny test Salmo-
nella, do dnia dzisiejszego opracowano i wprowadzono do uzycia testy opierajace si¢
na tej samej zasadzie dziatania, ale umozliwiajgce automatyzacj¢ oraz ograniczenie
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zuzywanych w trakcie testu odczynnikow w stosunku do testu podstawowego. Przy-
ktadem tego moze by¢ test w formie mikroptytkowe;.

Wreszcie, mnogo$¢ testow oraz szczepdw testowych pozwala na badanie réznych
efektow koncowych wywolywanych przez dziatanie mutagenéw na komorki bakterii.
Pozwala to na przygotowanie baterii testow badajacych zmiane ramki odczytu, muta-
cje genowe czy tez uszkodzenie oraz naprawe DNA, tylko i wylacznie przy uzyciu
bakterii z rodzaju Salmonella typhimurium, co moze usprawnié i upro$ci¢ prace labo-
ratorium badawczego, poprzez brak konieczno$ci zachowania specyficznych warun-
kéw namnazania i inkubacji dla roznych bakterii.

Szczep Salmonella typhimurium jest wykorzystywany w wielu testach majacych na
celu szybkie badania przesiewowe wielu zwiazkow, na ktore jesteSmy narazeni na co
dzien. Latwo$¢ i prostota wykonania tych testow pozwala na szybka oceng czy pod-
dawane badaniom zwigzki niosa ze sobg zagrozenie w postaci dziatania mutagennego
i genotoksycznego, a w przypadku ich wykrycia pozwalajg na skierowanie ich do
dalszych, bardziej szczegotowych analiz.

Praca zostata zrealizowana w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego Nr N523 612939 (2010-2013)
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GENOTOXICITY TEST OF ENVIRONMENTAL SAMPLES ON EXAMPLE OF SALMONELLA

TYPHIMURIUM STRAINS

Technological development, growth of industrialization and increasing the number of the world's po-
pulation will increasingly drastic deterioration of environmental conditions on Earth. Prolonged exposure
to pollution, among which are genotoxic substances causes morbidity of the population on cancer.

The paper presents tests to detection genotoxic effects of environmental samples based on the bacteria
Salmonella typhimurium, discusses the rules of their conduct, and end results detected by each of them.
In this paper where also discussed strains used in different assays. The paper presents a classicSalmonella
test, microplate Salmonella test — Ames 1l and aUMU test using system SOS to repair DNA.



