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Zastosowanie testow bioindykacyjnych do oceny

Rozwdj chemii stanowi jeden z kluczowych elementéw
rozwoju gospodarczo-spolecznego, bowiem - wedlug danych
Unii Europejskiej z przetomu lat 70. i 80. — w dziatalnosci
gospodarczej czlowieka stosuje si¢ okoto 100 tys. zwiazkéw
chemicznych, a corocznie do produkeji i obrotu handlowego
trafia od 1,5 do 3 tys. nowych substancji. Zaréwno na szczeblu
lokalnym jak i globalnym substancje te moga wywolywaé
powazne szkody w zdrowiu ludzi i w stanie $rodowiska,
ktérych naprawa jest trudna lub czesto niemozliwa. W tej
sytuacji bardzo istotne jest wdrozenie programu dzialari mini-
malizujacych stopieri narazenia ludnosci do takiego poziomu,
ktéry jest akceptowany w §wietle obowiazujacej pragmatyki
prawnej w dziedzinie ochrony zdrowia.

Ogoélnie przyjeta zasada jest ustalanie standardéw dla po-
szczeg6lnych zwiazkéw chemicznych. Dane te okre$lane sa
na podstawie indywidualnych cech toksykologicznych, po-
twierdzonych w badaniach epidemiologicznych. Kryteria
zdrowotne dotyczace zwlaszcza wody do picia, jak réwniez
innych $rodkéw spozywczych, powinny uwzgledniaé fakt
sumowania si¢ dawek i efektéw dzialania wszystkch substan-
cji pobieranych droga pokarmowa. W tej grupie powinny
znajdowac si¢ réwnieZ zanieczyszczenia powstajace w proce-
sie uzdatniania wody [1,4]. W ocenie narazenia zdrowia ludzi
nazanieczyszczenia Srodowiskowe czesto pomija sie¢ wode do
picia, a przeciez wraz z nig wprowadzane s do organizmu
cztowieka niebagatelne ilosci zanieczyszczen, gdyz $rednie
zapotrzebawanie dorostego czlowieka na plyny wynosi dwa
litry w ciagu doby. Oddzialywanie zanieczyszczefi obecnych
w wodzie nalezy uzupetié o ksenobiotyki wnoszone droga
dermalna i oddechowa dla zwiazkéw lotnych z para wodna [5].

Kompleksowa ocena jakosciowa i iloSciowa zanieczysz-
czefi wprowadzanych do organizmu cztowieka nie jest mozli-
wa przy zastosowaniu konwencjonalnych metod analitycz-
nych. Taka pelna analiza wymagataby zastosowania bardzo
wysublimowanych metod analitycznych, stad bylaby bardzo
kosztowna i pracochlonna. Dotyczy to przede wszystkim za-
nieczyszczefi wystepujacych w ilosciach §ladowych, a moga-
cych inicjowal procesy nowotworowe. W dziedzinie
mutagenezy, wydzielonej z genetyki i biologii molekularnej,
odgrywajacej obecnie duzg rolg w zrozumieniu kancerogene-
zy, naukowcy wykazali duze zainteresowanie i pomystowos¢
w adaptowaniu specyficznych systeméw biologicznych do
$ledzenia tego procesu.

Od momentu opracowania przez Bruce’a Amesa testu do
wykry wania mutagenéw przy uzyciu szczepu bakterii Salmo-
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jakosci zdrowotnej wody

nella typhimurium [2] zaczgto powszechnie zwracaé uwage
na nieumyslna ekspozycje populacji ludzkiej na zwiazki ra-
kotwdrcze. Badanie to pozwala otrzymaé¢ wyniki w ciagu
tygodnia, co przy dlugotrwato$ci badar na gryzoniach, a takze
badan epidemiologicznych, jest duzym udogodnieniem. Ma-
teriaty Migdzynarodowej Komisji ds. Ochrony przed Mutege-
nami Srodowiskowymi (International Commision for
Protection Against Environmental Mutagens and Carcino-
gens) potwierdzily znaczenie testu Amesajako podstawowego
i najczesciej stosowanego modelu do wykrywania potencjal-
nych mutagenéw i kancerogenéw [6]. Dlatego tez powinien
by¢ on wprowadzony do rutynowej analizy narazenia na dzia-
fanie czynnikéw rakotwdrczych, zwlaszcza ze od 1991 roku
proponowany jest on do badari mutagennego dziatania zanie-
czyszczefi wody i Sciekéw [7].

Celem niniejszej pracy bylo wykazanie przydatnosci testu
Amesa do szybkiej skrinningowej oceny jakosci zdrowotne;j
wody do picia.

Material i metody

Material do badan stanowita woda surowa z rzeki Otawy
oraz woda po réznych procesach uzdatniania, z ktérej wydzie-
lono mineralng i organiczna frakcje zanieczyszczeni.

Jakos¢ zdrowotna wody uzalezniona jest od jej sktadu
fizyczno-chemicznego. Trudno$cia metodyczna w ocenie sto-
pnia narazenia jest przygotowanie préb do testéw krétkoter-
minowych. Wynika to z koniecznosci takiego zatezenia préb
wody, ktére nie spowoduje ich wtérnego zanieczyszczenia,
badZ nie zmieni postaci chemicznej obecnych w nich substanéji.
Frakcje organiczng zanieczyszczefi uzyskano poprzez ich zatg-
zZenie na Zywicach Amberlite XAD2 i XAD7. W celu uzyskania
frakcji nieorganicznej préby wody odparowywano, po czym
mineralizowano je w temperaturze 450 °C. Maksymalna krot-
no$¢ zatgzenia préb wynosita 3.000 dla frakcji organicznej
oraz 1.000 dla frakcji mineralne;j.

Ocene mutagennego i rakotwérczego dziatania frakcji or-
ganicznej i nieorganicznej zanieczyszczen wéd przeprowa-
dzono metoda Amesa [2]. Do badan zastosowano szczepy
testowe Salmonella typhimurium LT2. We wszystkich przy-
padkach zastosowano szczep TA 98 oraz zamiennie lub w pel-
nym zestawie szczepy TA 97, TA 100, TA 1021 TA 104. Za
wynik pozytywny dla danej préby wody uznano kazdy przy-
padek dodatniego wyniku testu na jednym ze szczepéw. Za
wynik dodatni uwazane jest pojawienie si¢ co najmniej dwu-
krotnie wyzszej od spontanicznej rewersji indukowanej do
prototrofii mutagenéw zywieniowych Salmonella typhimu-
rium. W testach stosowano aktywacje¢ metaboliczna ekstraktéw
poprzez dodanie frakcji mikrosomalnej watroby szczuréw.
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Tabela 1. Wptyw aktywacji metabolicznej organicznych zanieczyszczer wody na rezuitaty testéw Amesa
Rodzaj Testy z frakcjg S9 Testy bez frakcji S9
préby wody wyniki dodatnie wyniki ujemne wyniki dodatnie wyniki ujemne
Surowa 2 9 1 8
Po koagulaciji 0 2 0 2
Po napowietrzaniu 0 2 0 2
Chlorowana Clz 1 7 0 8
Chlorowana ClOz 1 3 2 4
Ozowana 0 2 0 2
Chlorowana i ozonowana 0 2 0 2
Suma rodzajow testow 4 27 3 28
Suma w zalezno$ci od frakcji 31 31
Ogodtem 62
Tabela 2. Wyniki testu reperacyjnego wykonanego na mineralizatach préb wody
Rodzaj Krotnos¢ Strefa zahamowania wzrostu szczepow
< zageszczenia mm . .
préby wody Réznica Wynik
H17 (Rec®) M45 (Rec™)
Surowa 1.000 1 7 6 +
750 0 5 5 +
500 0 4 4 +
250 4} 1 1 -
125 0 0 0 -
75 0 0 0 -
50 0 0 0 -
25 0 0 0 -
Uzdatniona 1.000 0 5 5 +
750 0 2 2 -
500 4] o] 0 -
250 ¢} 0 0 -
125 0 0 0 -
75 0 0 0 -
50 0 0 0 -
25 0 0 0 -

Znane s3 sugestie, ze mutagenne dziatanie niektérych
zwigzkéw chemicznych moze byé niewykrywalne metoda
Amesa. Dlatego tez, jako uzupetnienie dla frakcji nieorgani-
cznej, wprowadzono test reperacyjny z zastosowaniem dwéch
szczepGw testowych Bacillus subtilis, tj. H17 (Rec”) i M45
(Rec"). Pierwszy z nich jest szczepem dzikim, natomiast drugi
charakteryzuje si¢ brakiem systemu poreplikacyjnej naprawy
DNA. Obserwacja letalnego dzialania badanego preparatu na
szczep M45, ktére jest wynikiem trwatego uszkodzenia DNA,
$wiadczy o wlasciwosciach mutagennych préby poddawanej
analizie. Punkt odniesienia stanowil niezaklécony wzrost
szczepu H17. W obu testach kazdej serii badawczej towarzy-
szylo sprawdzenie markeréw genetycznych szczep6w testo-
wych oraz okres§lenie ich wrazliwoci na mutageny
diagnostyczne.

Wyniki badari

Przeprowadzone badania dowiodly, ze zaréwno w surowe;j
wodzie powierzchniowej jak i uzdatnionej wystepuja zwiazki
badZ ich metabolity, ktére moga wchodzié w interakcje zDNA
i wywotywaé mutacje [8]. Dotyczy to zaréwno frakcji orga-
nicznej jak i nieorganicznej zanieczyszczen wody (tab.1).

Jak wida¢ z szesédziesigciu dwdch préb frakcji organicznej
zanieszyszczen przebadanych testem Amesa, zaréwno w su-
rowej wodzie powierzchniowej jak i uzdatnionej wystepowaty
zwiazki, ktérych mutagenno$¢ ujawniata sie po aktywacji
metabolicznej. A zatem byly to tzw. prokancerogeny, a wiec
zwigzki, ktére nabywaja wiasciwogci mutagennych pod wpty-

wem przemian zachodzacych z udzialem enzymoéw frakeji
mikrosomalnej. Zaledwie cztery badane préby wody daty
wyniki dodatnie testu bez zastosowania frakcji mikroso-
malnej.

Zwiazki chemiczne, ktére powoduja powstawanie mutacji
u bakterii bez uzycia systemu aktywacji metabolicznej sa
zwykle zaliczane na podstawie tych badai do mutagenéw
bezposrednich. Jezeli z badan in vitro wynika, ze wiaczenie
systemu aktywacji metabolicznej obniza lub eliminuje dzia-
lanie mutagenne, to mozna przypuszczaé, ze enzymy frakcji
mikrosomalnej stuza do detoksykacji ksenobiotyku. W przed-
stawionych badaniach takie zjawisko zaobserwowano dla wo-
dy dezynfekowanej dwutlenkiem chloru.

Stwierdzono ponadto, ze od 20 do 30% badanych préb wody
charakteryzowato si¢ aktywnoscia mutagenna, z czego gomy
pulap dotyczyl wody uzdatnionej. Potwierdza to poglad, ze
w procesach uzdatniania, a zwlaszcza podczas dezynfekcji
wody, moga pojawiac si¢ nowe zwiazki, bedace prawdopo-
dobnie pochodnymi chloru.

Trudnosci w stosowaniu testéw bioindykacyjnych do wy-
krywania aktywnosci mutagennej zwiazkéw nieorganicznych
spowodowaly konieczno§¢ réwnoleglego zastosowania
dwdch testéw bakteryjnych. Dla zilustrowania tego zagadnie-
nia wybrano przykfad bioindykacji wody surowej i uzdatnio-
nej, dla ktérych oznaczono réwniez zawarto§¢ wybranych
metali ciezkich. Badania bioindykacyjne przy zastosowaniu
testu Amesa oraz testu reperacyjnego wykazaly obecno§é
czynnikéw mutagennych w nieorganicznej frakcji zanieczy-
szczeni badanych wéd.
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Tabela 3. Zawartosé metali ciezkich w probach wody, g/m®

Rodzaj Mg Ni cr Cu Zn Fe Mn Ca Na K Pb cd
proby wody
Surowa 8,0 0,0075 | <0,005 | 0,005 0,050 0,05 0,125 41,5 22,5 7,2 0,018 0,007
Uzdatniona 7,0 0,0075 | <0,005 | 0,005 0,045 0,08 0,175 40,0 22,5 7,2 0,005 0,005

Czuto$é uzytych testéw oraz zastosowanych w tecie Ame-
sa szczepGw bakteryjnych okazala si¢ zréznicowana. Z trzech
zastosowanych szczepOw Salmonella typhimurium jedynie
szczep TA102 byt wrazliwy na mutagenne dziatanie substancji
nieorganicznych i to jedynie przy bardzo wysokim — tysiac-
krotnym — zatezeniu prébek wody (rys.1).

900
800+
700+
600
500+
400+

liczba rewertantow

3004
2004
100

0
sp. 50 75 125 250 500 750 1000

krotnos¢ zageszczenia proby

MTAS (1) OTASBR) ®TA100() DOTA100Q) ®WTA102(1) OTA12 g]

Rys. 1. Wptyw mineralizatu na liczbe rewertantéw szczepu Salmonella typhi-
murium (sp. — rewersja spontaniczna, 1 — woda surowa, 2 — woda uzdatniona)

Znacznie wyzsza wrazliwoécia na dzialanie nieorganicz-
nych zanieczyszczen wody wykazal sie test reperacyjny z Ba-
cillus subtilis (tab.2).

Wykryto nim substancje mutagenne, zar6wno w wodzie
surowej jak i uzdatnionej. Wyzsza aktywnos$cia mutagenna
charakteryzowata si¢ préba wody surowej, w ktérej stwier-
dzono obecno$¢ mutagendw juz przy pigésetkrotnym jej zatg-
zeniu. Wynik dodatni, §wiadczacy o obecnodci czynnikéw
mutagennych, otrzymano dla wody vzdatnionej dopiero po jej
tysiackrotnym zatgZeniu. Uzyskane wyniki badafi znajduja
potwierdzenie w analizie zawarto§ci w prébach wody metali
cigzkich. W wodzie surowej i uzdatnionej wykryto obecno$é
niklu, chromu, ofowiu i kadmu, tj. metali uznanych za czynniki
zdolne do ingerencji w strukturg¢ DNA (tab.3).

Whnioski

¢ Wykazano, ze badana woda powierzchniowa zawierala
substancje o potencjalnych wiasciwosciach mutagennychira-

kotwoérczych, w tym zar6wno prokancerogeny jak i kancero-
geny. Podczas proces6w koagulacji i napowietrzania wody
substancje te byly eliminowane do poziomu ponizej oznaczal-
no$ci stosowanymi testami.

¢ W wyniku dezynfekcji wody zwiazkami chloru powsta-
waly wtérne zanieczyszczenia o charakterze mutagennym
i rakotwérczym. Ich prekursorami byly prawdopodobnie
zanieczyszczenia organiczne wody, nie usuwane w procesach
poprzedzajacych chlorowanie.

¢ Woda powierzchniowa zawierala zanieczyszczenia nie-
organiczne o potencjalnych wiasciwo$ciach mutagennych. Ich
ilo§¢ malata w procesach uzdatniania o okoto 50%, co jednakze
oznacza wystgpowanie tego typu aktywnosci w 100 cm’ wody
uzdatnionej.

¢ Przeprowadzone badania wykazaly przydatno$¢ testu
Amesa oraz testu reperacyjnego z Bacillus subtilis do skrinin-
gowej oceny potencjalnych wtasciwosci mutagennych i rako-
twérczych zanieczyszezen wody.
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On the Utility of Bioindication Tests in Assessing Water Quality

In the bioindication study use was made of the Salmonella
mutagenicity test and the repair essay with Bacillus subtilis.
Both the tests allow a quick assessment of mutagenic activity
for the organic and inorganic pollutants present in the water.
Samples collected from the river Olawa contained substances
of potential mutagenic and carcinogenic properties in each of

the two investigated fractions. These substances were removed
in the course of coagulation and aeration. However, water
disinfection with chlorine compounds produced organic pollu-
tants of a mutagenic and carcinogenic nature. Their precursors
must have been the polluting species which were not removed
prior to chlorination.
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