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Genotoksycznosé¢ wody do picia w wybranych wodociagach

Dtugoletnia ekspozycja populacji ludzi na mikrozanie-
czyszczenia obecne w wodzie do picia oraz czesto niemozli-
wy do wyodrebnienia spo$réd innych czynnikéw ich wptyw
na zdrowie czlowieka, powoduja konieczno$¢ monitorowania
mikrozanieczyszczeri, przede wszystkim w aspekcie ich po-
tencjalnej kancerogennosci [14]. Ocena ryzyka wystapienia
choroby nowotworowej, w powiazaniu z organicznymi zanie-
czyszczeniami wody do picia, staje si¢ coraz waZniejsza
z uwagi na postepujaca degradacje wod i wprowadzanie do
srodowiska licznych substancji chemicznych [9]. Woda — ze
wzgledu na specyficzne wiasciwosci chemiczne i fizyczne —
moze decydowaé o poziomie genotoksycznosci zawartych
w niej skladnikéw lub wplywaé na wystepujace migdzy nimi
relacje o charakterze antagonistycznym lub synergistycznym
[9,13]. Liczba organicznych zanieczyszczeri wystgpujacych
w wodach jest trudna do oszacowania. Tylko nieznaczna ich
cz¢$¢ zostala zidentyfikowana, a jeszcze mniejsza jest doste-
pna do badan w testach skriningowych [9,12].

Obecnie jednym z najwazniejszych probleméw zwigza-
nych z jakoscia wody do picia sa uboczne produkty dezynfe-
kcji [3,5]. Oprocz wielu powszechnie uznanych za potencjal-
nie rakotwdrcze trihalometanéw i chlorofenoli, dezynfekcja
moze powodowa¢ powstawanie zwiazkéw trudnych lub nie-
mozliwych do identyfikacji, wystepujacych w wodzie w bar-
dzo niskich st¢zeniach [5,9]. Pomimo wieloletnich badad,
dostgpne wyniki nie moga praktycznie stuzyé do oceny sto-
pnia genotoksycznosci wody. Odmienne procedury otrzymy-
wania ekstraktéw organicznych, réznorodne testy skriningo-
we i ich modyfikacje pozwalaja jedynie na ogélna charakte-
rystyke genotoksycznosci wody do picia [4].

Wiclokrotnie wykazywana w skriningu bakteryjnym mutagen-
noé¢ organicznych ekstraktéw wody do picia [9,10,14] oraz ograni-
czone dane dotyczace ich kancerogennosci w diugoterminowych
badaniach na zwierzgtach i w badaniach epidemiologicznych, przy-
czyniaja si¢ w istotny sposéb do koniecznosci opracowania jedno-
litego i uniwersalnego systemu badari nad obecnoscia w niej geno-
toksyn, opartego o testy z uzyciem bakterii [21]. Zdobycze biologii
molekularnej, a szczegSlnie inzynierii genetycznej, pozwolily na
opracowanie ekonomicznego i efektywnego testu UMU [19],
wykorzystujacego tylko jeden szczep bakteryjny, ktérego czutosé
porownywalna jest z testem Amesa, a specyficzno$é jest znacznie
wigksza od znanych i stosowanych w badaniach wody testéw
bakteryjnych [1,2]. Znaczacym jego atutemjest réwniez mozliwo§é
miniaturyzacji i ograniczenia do minimum mozliwosci subiektyw-
nej oceny wynikéw [20]. Nieliczne zastosowania testu UMU w ba-
daniach wody potwierdzaja jego wysoka przydatnosé, szczeg6lnie
w badaniach wody dezynfekowanej [14].
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Materialy i metody

Podloza i odczynniki

— TGA: 10 g Bacto Tryptone (Difco), 5 g NaCl cz.d.a.
(Sigma), 11,9 g HEPES (Sigma), 2 g D(+)~glukoza (Sigma),
50 mg ampicylina (Sigma); do 1000 cm® wody redestylowa-
nej, pH=7,0 10,2,

- bufor Z: 20,18 g NaHPO4-2H20 (POCH Gliwice), 5,5
NaHPO4-H,0 (POCH Gliwice), 0,1 g SDS (Sigma), 2,7 cm
2-merkaptoetanol (Sigma) do 1000 cm” wody redestylowanej,
pH=7,0 £0,2,

—roztwdr ONPG: 45 mg ONPG (Sigma) w 10 c¢m? buforu
fosforanowego — 1,086 g,

— roztwdr hamujacy: 105,99 g NapCO3 do 1000 cm® wody
redestylowane;j,

— HClI cz.d.a. (Merck); 4NQNO (Fluka), metanol cz.d.a.
(POCH Gliwice), DMSO (Fluka),

- zywice Amberlite: XAD7 i XAD16 (Rohm and Haas).

Szczep testowy

Szczep Salmonella typhimurium TA1535/psk10002
otrzymano z German Collection for Microbes. Testowy
szczep zawieral zwielokrotniony plazmid psk1002 z fuzja
genéw UmuD, UmuC, LacZ - strukturalnym genem B-gala-
ktozydazy [19]. Dodatkowo wyposazony byl w modyfika-
cje genetyczne zwigkszajace jego czulos¢ i specyficzno$é.
Pojedyncza mutacja (rfa), warunkujaca defekt w $cianie
komérkowej, umozliwia przenikanie duzych molekut, kt6-
re w szczepach dzikich nie moga przekroczy¢ bariery oston
komérkowych [1,17], natomiast delecja w jednym z genéw
odpowiadajacych za system naprawy DNA przez wycina-
nie (UvrB) bezposrednio zwigksza jego czulos¢ na szerokie
spektrum genotoksyn [6]. Opornos¢ szczepu na ampicyling
umozliwia jego selekcje i zabezpiecza hodowle przed zaka-
zeniem [16].

Test UMU

Test UMU opiera si¢ na zdolnosci indukcji ekspresji genu
UmuC w operonie SOS przez czynniki uszkadzajace DNA, tj.
naruszenie stabilno$ci nici DNA [11]. Gen UmuC, w powia-
zanio z innymi indukowalnymi genami recA, lexA i UmuD,
w znacznym stopniu odpowiada za tzw. mutagenezg bakteryj-
na, nazywana procesemreperacji SOS [15,17]. Indukcja genu
UmuC, potaczonego w funkcjonalna catos¢ z genem LacZ,
mierzona jest poziomem aktywnos$ci wewnatrzkomérkowej
B-galaktozydazy, przy jednoczesnej delecji naturalnego regio-
nu LacZ w genomie bakteryjnym. Zwielokrotnienie ukiadu
UmuC---LacZ na licznych kopiach plazmidu psk1002 znacz-
nie przyspiesza odpowiedZ i nadaje szczepowi TA1535 wyso-
ka czulosé [6].
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W pracy zastosowano probéwkowa wersje testu UMU,
zachowujac podstawowe zaloZenia mikrotestu UMU (zgod-
nie z proponowana norma ISO 147/S.C. 5:N164). Szczep
testowy przechowywano w glebokim zamrozeniu (80 °C)
w podiozu TGA z dodatkiem DMSO (7%). Nocna hodowle
(200 pl hodowli odmrozonej i 10 ¢m’ TGA) WyIrzasano przez
12 godzin w temperaturze 37 °C, a gesto§¢ optyczna nie byla
mniejsza niz 800 FNU. Inokulum do testu — hodowle w loga-
rytmicznej fazie wzrostu — przygotowano przez 10-krotne
rozciericzenie hodowli nocnej cieplym TGA i inkubacjez wy-
trzasaniem (amp. 6 cpm 160) przez okolo 1,5 godziny do
uzyskania gestoSci optycznej (600 +20 nm) w granicach
340+350 FNU. Z tak przygotowanym i wystandaryzowanym
inokulum test rozpoczynano w ciagu 10 minut.

Preparatyka préobek wody

Prébki wody o objetosci 10 dm® pobierano z zaktadéw wodo-
ciagowych 1 sieci wodociagowej oraz poréwnawczo — z ujecia
oligoceiiskiego. Charakterystyke wod przedstawia tabela 1.

Wszystkic prébki zakwaszono do pH=2,0 0,2 (HCl cz.d.a.),
a nast¢pnie zatgzono na uktadzie zywic XAD16/XAD7(9,18].
Procedure przygotowania kolumn adsorpcyjnych wykonano
zgodnie z zaleceniami producenta Zywic — firma Rohm and
Haas. Objetos¢ ztoza w kolumnach o dtugosei 40 cm i §rednicy

Tabela 1. Charakterystyka probek wody

Probka . Data
wody Charakterystyka probki wody poboru
A Wodociag A: woda z ujgcia powierzchniowego, 1111999
dezyntekowana dwutlenkiem chloru i chlorem
B Wodocigg A: woda infiltracyjna, 1111999
dezynfekowana dwutlenkiem chloru i chlorem
(o} Wodociag A: ujecie powierzchniowe i infiltracyjne, It 1999
dezynfekcja chlorem i dwutienkiem chloru,
woda na jednym z wyjé¢ do sieci miejskiej — brak
danych o stopniu mieszania sig wody
powierzchniowej i infiltracyjnej
D Wodociag A :Woda po filtrze piaskowym, 11l 1999
dezynfekowana dwutlenkiem chloru i chlorem
E* Wodociag A: woda po filtrze weglowym i 1999
(eksploatowany od 1995r.),
dezynfekowana dwutlenkiem chioru i chlorem
F* Wodociag A: woda po filtrze weglowym 111999
(eksploatowany od XII 1999r.),
dezynfekowana dwutlenkiem chloru
G Wodociag B: woda z kredowego ujecia glgbinowego, | Ill 1999
dezynfekowana podchlorynem sodu
H Wodociag B: woda z czwartorzedowego ujecia 1111999
giebinowego, dezynfekowana podchlorynem sodu
I Wodociag C: ujgcie infiltracyjne, chlorowanie 111999
J Wodociag D: ujgcie infiltracyjne, 111999
dezynfekcja dwutlenkiem chloru
K Sie¢ wodociggowa w Warszawie VI 1998
L Wodociag E:ujecie powierzchniowe, 11999
woda po ozonowaniu i chlorowaniu
M Ujecie oligoceriskie w Warszawie 1V 1998

*wodociag A wykorzystuje dwa ujgcia wody — infiltracyjne i powierzchniowe; woda
infiltracyjna uzdatniana jest m.in. nafiltrach piaskowych i piaskowych z wkiadami
weglowymi o réznym czasie eksploatacii; prébki wody pobrano oddzielnie po fitrze
piaskowym (prébka D), najstarszym (rozruch 1995 r. — prébka E) i najmiodszym filtrze
weglowym (tuz po zakoriczonym rozruchu — prébka F); po obliczeniu zapotrzebowania
na dezynfektant dawkowano do wody dwutlenek chloru, anastepnie wrazie koniecznosci
chlor; dawkowanie dezynfektanta prowadzono w warunkach laboratoryjnych; w ten
sposdb przygotowane prébki wody poddano procedurze przygotowania do testu UMU

16 mm wynosita 20 cm® (6 gsm). Jednorazowo przez uktad
kolumn saczono 10 dm® wody (ok. 16 objetosci zloza w ciagu
godziny). Po zakoiiczonej adsorpcji zloze wysuszono, a na-
stepnie osadzone na zywicach zanieczyszczenia wymyto me-
tanolem o objetosci 60 cm® w czasie 2+3 godzin. Ekstrakty
metanolowe z kolumn XAD16 1 XAD7 potaczono i wysuszo-
no w temperaturze 4 °C. Suchy pozostalos¢ rozpuszczono
w 500 ul DMSO przy pomocy ultradZwiekéw, rozdzielono
i przeniesiono do probéwek testowych. Nominalna réznica
migdzy kolejnymi probéwkami wynosila 200 cm® natywnej
prébki wody, a zakres badanych objetosci — 200+1000 cm’.

Procedura testu

Do probéwek testowych z roztworem zaadsorbowanych
zwiazkéw (50 ul) wprowadzono 615 ul wody jalowej redesty-
lowanej i 75 pl stezonego 10-krotnie podioza TGA i po do-
ktadnym wymieszaniu 260 pl inokulum bakteryjnego. Wszy-
stkie probéwki testowe inkubowano nastgpnie z wytrzasa-
niem w taZni wodnej (amp. 6, cpm 160) przez 2 godziny
w temperaturze 37 °C. Po pierwszej inkubacji préby rozcieri-
czono 10-krotnie cieptym podiozem TGA (temp. 37 °C) i in-
kubowano ponownie przez 2 godziny. Po inkubacji prébki
umieszczono w lodzie do czasu zakoniczenia oznaczeni enzy-
matycznych.

Oznaczenia enzymatyczne -galaktozydazy

Aktywnos¢ fi-galaktozydazy oznaczono w kazdej probce
w trzech powtérzeniach. 200 ul hodowli z probéwek testo-
wych przenoszono do probéwek zawierajacych 800 ul buforu
Z i inkubowano statycznie przez 10 minut w temperaturze
28 °C. Po dodaniu 200 pl roztworu ONPG (substrat dla B-gala-
ktozydazy) reakcje enzymatyczna prowadzono 30 minut az
do dodania 800 pl roztworu hamujacego. Pomiar spektrofo-
tometryczny prowadzono najpéZniej w ciagu 1 godziny od
zakoriczenia reakcji enzymatycznej przy dtugosci fali420+£20
nm. Schemat testu i oznaczen enzymatycznych przedstawiono
na rysunku 1.

Hodowla nocna
—+{ (>800 FNU)
maks. 12 godz.

I

Odnawianie hodowli
(340-350 FNU)

Hodowla w gtebokim
zamrozeniu (-20 °C)

Zatgzone probki wody |

Probéwka testowa

Inkubacja 2 godz. w temp. 37 °C
wytrzasanie

10-krotne rozciericzenie

Inkubacja 2 godz. w temp. 37 9C
wytrzasanie

| Pomiar OD 600 |

Gwattowne schlodzenie

y
[ Oznaczenia enzymatycznel {Pomiar OD 600 |

| -
Roztwér Analiza
[Hodowla—{Bufor Z] hamujacy | | wynikow

10 min | T 30 minl i

Roztwér Pomiar spekiro-
ONPG fotometryczny

Rys. 1. Schemat testu UMU
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Wskazniki i wyliczenia

W celu oceny poziomu cytotoksycznosci badanych ekstra-
ktéw w tescie UMU prowadzono pomiar gestosci optycznej
kazdej prébki po 2 i 4 godzinach inkubacji. Wartos¢ FNU
ponizej 250 po pierwszym ectapie inkubacji automatycznie
dyskwalifikowata prébke. Na podstawie gestosci optycznej
hodowli po 4 godzinach inkubacji wyliczono wlasciwy
wskaZnik cytotoksycznosci, tj. wspélczynnik biomasy:

G = AGOOT/AG00N )

gdzie:
A600T - absorbancja hodowli w prébce testowej (600 £20 nm)
A600N — absorbancja hodowli w kontroli negatywnej (600 £20 nm)
Spadek wartosci wspélczynnika G ponizej 0,5 dyskwalifi-
kowat prébke, nawet w wypadku wzrostu poziomu aklywno-
§ci B-galaktozydazy (zbyt duzy efekt cytotoksyczny).
Oceng poziomu aktywnosci B-galaktozydazy prowadzono
w oparciu o wzgledne jednostki aktywnosci enzymatyczne;:

Usg = A420T/A600T (2)

gdzie:
A420T - absorbancja badanej prébki (420 +20 nm)

Poziom wzrostu aktywnosci B-galaktozydazy prezentowa-
ny jest w postaci jednostki bezwzglednej, tj. wspétczynnika
indukcji:

IR = (A420T/A600T)-(1/G) 3)

gdzie:
A420N - absoranbcja kontroli negatywnej (420 20 nm)
Wartos¢ IR powyzej 1,5 swiadczy o istotnej indukeji ukladu
UmuC--LacZ (wynik pozytywny przy uzyskaniu zaleznosci
dawka-odpowiedZ). Ostateczny wynik IR #SD dla kazde;j
zbadanych prébek sktadal sie z trzech réznych badan z trzema
oznaczeniami enzymatycznymi w kazdym z nich (n=9).
Ponadto wsp6iczynnik koncentracji (k) definiuje ilosé cm’
natywnej wody (przed zatezeniem przypadajaca na 1 cm’
hodowli w testach).

Dyskusja wynikéw

Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli 2. Istotna geno-
toksycznos$¢ uzyskano we wszystkich prébkach wody, dla
ktérych surowcem byly wody powierzchniowe lub infiltracyj-
ne. Nie odnotowano natomiast mutagennosci w prébkach
dezynfekowanej wody podziemnej ani w wodzie oligocesi-
skiej. Pomimo znacznego zréznicowania badanych prébek
pod wzgledem jakosci wody ujmowanej, sposobéw jej uzdat-
niania i dezynfekcji, najwyzsze wartosci IR, przy najnizszych
wspéiczynnikach koncentracji (200 i 400) uzyskano dla wéd do
picia, ktérych Zrédiem byty wody powierzchniowe i dla wody
z sieci wodociagowej w Warszawie. Wodociagi warszawskie
w znacznym stopniu korzystaja z ujeé powierzchniowych, jed-
nak udzial poszczegdlnych rodzajéw wody ujmowane;j (infiltra-
cyjna, powierzchniowa) jest bardzo trudny do oszacowania.

Prébki D, E i F, ze wzgledu na laboratoryjnie przeprowa-
dzona dezynfekcje, nie moga stanowi¢ punktu odniesienia
w stosunku do pozostatych probek. Zastosowanie filtréw we-
glowych (prébki E, F) petniacych role ztoza biologicznego zna-
cznie obnizylo poziom genotoksycznosci wody po dezynfekcii,
w poréwnaniu do wody po filtrach piaskowych (prébka D).

Tabela 2. Poréwnanie genotoksycznosci probek wody w tescie UMU

Min. wspoétczynnik k Zakres mak§. )
Symbol <] podwojongj ngé{czynnik wsp. ko podwoljonej
. aktywnosci biomasy aktywnosci
Probki | 5 salaktozydazy G +SD p-galaktozydazy
(IR>1,5+8SD) (IR>1,5 +SD; G>0,5)
A 200 0,5940,14 400"
3,3340,23 452402
B 400 1,1210,1 800"
1,6340.2 2,870,12
o] 400 0,86 +0,2 600
1,78 40,20 2,7410,62
D 200 0,46 +02 nie uzyskano
1,86 +0.26
E 200 0,8210,11 800"
1,8640,15 5,08+0,12
F 200 0,8810.12 800
1,69+0,26 2454032
G Nie uzyskano istotnej aktywnosci
H Nie uzyskano istotnej aktywnosci
! 400 0,64 10,2 800
2,67 40,26 2924032
J 200 0,94 10,12 800
1,81+0,26 3,0940,32
K 200 0,810,11 600
2,56 10,12 7,1010,12
L 200 0,82+0,3 400
2,13+0,22 265402
M Nie uzyskano istotnej aktywnosci

*nie stwierdzono w danej prébce wody, w badanym zakresie 0+1000 cm®,
spadku warto$ci wspétezynnika G ponizej0,5

~ kontrola pozytywna — 50 ng 4 NQNO/em® hodowli; IR=2,98 0,2, G=0,68 +0,15
-~ kontrola negatywna (zerowa) 50 ul DMSO/cm’ hodowli; IR=1,12 +0,19, G=0,91 10,19

- kontrola negatywna — 50 ul woda redestylowana jatowa na 1 cm® hodowij;
IR=1,1£0,18, G=0,96 0,29

— kontrola metanolu i zywic — negatywne, liczba powtérzer n=9
Pomimo kilkuletniej eksploatacji filtru weglowego, poziom
genotoksycznosci probki E nie odbiegat w istotnym stopniu
od uzyskanego dla probki F (filtr po okresie rozruchu). Jednak
konieczno$¢ zastosowania w procesie dezynfekeji chloru ga-
zowego —obok dwutlenku chloru — w wypadku prébki E moze
$wiadczy¢ o wprowadzeniu do wody wtérnych zanieczysz-
czefi organicznych (zwigkszone zapotrzebowanie na dezynfe-
ktant) w postaci metabolitéw bakteryjnych. Jednak konwersja
zwiazkow organicznych w biofilmie bakteryjnym nie prowa-
dzita do powstania bezposrednich mutagenéw.

Zastosowany do zatezania zwiazkéw organicznych system
oparty o zywice Amberlite praktycznie eliminowat mozliwosé
oceny genotoksycznosci zwiazk6éw lotnych [9]. Uzyskane istotne
poziomy mutagennosci w zdecydowanej wiekszosci prébek wéd
dezynfekowanych sugeruja, Ze za genotoksycznos¢ organicznych
zanieczyszczefi wody odpowiada przede wszystkim grupa zanie-
czyszczefl nielotnych [9]. Podobne wyniki uzyskano stosujac
kosztowny i bardzo pracochlonny test Amesa, a takze testy rza-
dzicj wykorzystywane i wychodzace z uzycia, takie jak Induct test
[13], Rec test [ 7], SOS Chromotest [ 12] czy test fluktuacyjny [10].
Poza tym wigkszo§¢ zwiazkéw lotnych powstajacych podczas
dezynfekeji wody — uznanych za potencjalne kancerogeny — nie
wykazywata genotoksycznosci w skriningu bakteryjnym. W wie-
kszosci przebadanych prébek wody genotoksycznosé zostala
okreslona juz na poziomie k=200, dlatego tez dla uzyskania
petnego obrazu liniowej zaleznosci dawka—odpowiedZ, minimal-
na dawka powinna by¢ ustalona na poziomie k=100.

Ze wzgledu na zabarwienie ekstraktéw metanolowych (ko-
lor ciemnoz6lty), poréwnywanie genotoksycznosci poszcze-
gélnych prébek powinno by¢ prowadzone w oparciu o naj-
mniejszy efektywna dawke (w proponowanej normie ISO jest
to LID - najmniejsze nieefektywne rozcieiiczenie). Umozliwi
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to zastosowanie realnie najmniejszych zatezert wody i ogra-
niczy potencjalne zmiany w sktadzie ekstraktéw metanolo-
wych. Zminimalizowany zostanie takze wplyw zabarwienia
hodowli na odczyt spektrofotometryczny po reakcji enzyma-
tycznej B-galaktozydazy.

Podsumowanie

Zastosowany do badan wody test UMU wydaje sig¢ by¢
praktycznym narzedziem w ocenie potencjalnych zagrozei
zwiazanych z organicznymi zanieczyszczeniami wody do pi-
cia. Uzyskanie istotnych réznic pomigdzy kolejnymi prébka-
mi o nominalnej réznicy 200 cm® $wiadczy o duzej czutosci,
a potwierdzona wysoka odporno$¢ na dziatanie zwiazkéw
toksycznych decyduje o szerokim zakresie mozliwych do
badania objeto§ci wody. Znaczacym atutem jest takie po-
twierdzona wysoka korelacja pomigedzy genotoksycznoscia
zwiazkéw badanych w tym tescie i ich kancerogennoscia.
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Genotoxicity of Drinking Water from Some Supply Systems in Poland

The ever increasing degradation of water sources, as well as
the concomitant need of applying chemical disinfectants, has
directed the attention of scientists and engineers to the problem
of long-term exposure of human organisms to water pollutants
with health hazard potential. Considering the specific physico-
chemical properties of water, epidemiological studies or long-
term experiments on arnimals are useless. For this reason, our
knowledge of the potential mutagenicity of organic water pol-
lutants is based primarily on bacterial screening tests, such as
the UMU test or the Ames test. The need of unifying the investi-
gations into the mutagenicity of water gave a spur to DIN and
ISO to attempt standardization of the two screening tests men-
tioned above. For the purpose of the present study, use was made
of the Tube UMU test (which resembles the UMU microtest

proposed by ISO) to evaluate the genotoxicity of water. The
samples under test came from waterworks of choice (which use
different treatment methods and different types of water intake),
from the water-pipe network, and from oligocenic wells. The
present study substantiates the utility of the UMU test in evalu-
ating routinely the genotoxicity of drinking water. Significant
genotoxicity levels were detected in the majority of disinfected
water samples, and they were found to vary according to the
type of intake. More advanced treatment trains (for example
those involving carbon beds) bring about a substantial abate-
ment of mutagenicity in drinking water. The genotoxicity ot the
disinfected water samples should be attributed to a group of
non-volatile pollutants.
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