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ZASTOSOWANIE TESTU BAKTERYJNEGO MARA DO OCENY
EKOTOKSYCZNOSCI LEKOW

Test MARA (Microbial Assay for Risk Assessment) to innowacyjny system oceny toksycznosci
chronicznej probek wykorzystujacy jako bioindykatory dziesie¢ bakterii o r6znej taksonomii i jeden
organizm eukariotyczny — drozdze. Celem niniejszej pracy byta ocena wrazliwo$ci systemu MARA
na wybrane chemioterapeutyki stosowane w weterynarii i pordwnanie uzyskanych wynikow
z wrazliwos$cia chronicznego, 24-godzinnego testu na bakteriach luminescencyjnych Vibrio fischeri.
Powstaly na plytce MARA swoisty, niepowtarzalny wzor okreslany terminem FIP (fingerprint) byt
charakterystyczny dla réznych grup antybiotykdéw. Zaproponowano nowy, oryginalny, graficzny
sposob prezentowania FIP. Oba testy wykazaly bardzo wysoka wrazliwos¢ na tetracykling i kwas
oksolinowy na poziomie okoto 20 pg/l. Test MARA byt 40-razy bardziej wrazliwy niz V. fischeri na
streptomycyng a 4-krotnie mniej wrazliwy na chloramfenikol.

1. WSTEP

Leki stanowiag nowa, wielka grupe ksenobiotykdw, na ktora zwraca si¢ w ostatnich

latach coraz wigkszg uwage [3,5]. Ponad polowa produkowanych lekéw przeznaczona
jest do leczenia zwierzat. Wraz z rozwojem ferm wielkotowarowych odnotowuje si¢
wzrost produkcji i zuzycia lekow weterynaryjnych. Obecnie produkcja w krajach UE
sigga 4700 ton substancji czynnych rocznie. Szczegodlna uwaga zwrocona jest na
antybiotyki i1 leki przeciwpasozytnicze stosowane u zwierzat w celach leczniczych
i profilaktycznych. Stanowig one ponad potowe ogoétu lekow weterynaryjnych [7].
Wspomniane grupy lekéw czesto stosowane sa w sposob masowy (leczenie
i profilaktyka catego stada, a nie tylko pojedynczej sztuki).
Leki weterynaryjne stosowane u zwierzat hodowlanych trafiaja do $rodowiska
réznymi drogami: moga by¢ bezposrednio aplikowane do wod (w hodowli ryb), gleb
(na pastwiskach), posrednio - poprzez otwarty system kanalizacji badz w formie
gnojowicy i gnojowki moga by¢ wywozone na pola. Staja si¢ wowczas
niekontrolowanym zrédlem zanieczyszczen §rodowiska oraz przyczyniaja sie¢ do
zaburzenia rownowagi w ekosystemach (glebowym i wodnym).
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Stosowanie coraz wickszych dawek znanych od lat antybiotykow ze wzgledu na
rosngcg antybiotykoopornos¢, wprowadzanie nowych chemioterapeutykéw do
lecznictwa weterynaryjnego oraz zwigkszanie liczby wielostanowiskowych ferm
przemystowych powoduje zwigkszone zanieczyszczenie tymi zwigzkami i ich
metabolitami $rodowiska naturalnego. Dodatkowym problemem jaki obserwujemy
Wnaszym kraju jest niekorzystna dla $rodowiska struktura stosowanych
antybiotykow. W Polsce czgsto jeszcze stosowane sg w duzej iloSci antybiotyki
0 znacznej toksyczno$ci np tetracykliny i chloramfenikol, ktérych 50-80% stosowanej
dawki trafia do §rodowiska [6].

Test MARA (Microbial Assay for Risk Assessment) to innowacyjny system oceny
toksycznosci chronicznej probek wykorzystujacy jako bioindykatory dziesigé
organizmow prokariotycznych — bakterii o r6znej taksonomii i jeden eukariotyczny —
drozdze. Liofilizowane bioindykatory umieszczone sa przez producenta w celkach
polistyrenowej mikroptytki (96-dotkowej), ktora jest nastepnie w warunkach
aseptycznych hermetycznie pakowana. Dzigki temu do testu MARA nie jest konieczne
prowadzenie hodowli organizmoéow testowych wymagajacej odpowiedniego zaplecza
mikrobiologicznego i generujacej dodatkowe koszty. Zastosowanie do oceny
toksycznosci probki mikroorganizméw, ktorych niewielkie rozmiary umozliwiaja
przeprowadzenie testu jednocze$nie na milionach organizméw testowych zebranych
na niewielkiej powierzchni, znaczaco usprawnia proces oceny toksycznosci, obniza
jego koszty, a takze zwigksza wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikéw [5]. Dodatkowo
zastosowanie w jednym tescie 11 rdéznych pod wzgledem taksonomicznym
i genetycznym  organizmOéw  pozwala  stworzy¢é warunki testowe lepiej
odzwierciedlajace te panujace w prawdziwym ekosystemie niz testy jednogatunkowe.
Badanie toksyczno$ci probki na wielu organizmach jednoczesnie takze znaczaco
zwigksza czuto$¢ testu (wzrasta prawdopodobienstwo, iz przynajmniej jeden
z bioindykatorow okaze si¢ wrazliwy na badang probke [7].

W systemie MARA toksyczno$¢ probki oceniana jest na podstawie stopnia
zahamowania wzrostu organizméw testowych po 18 godzinach inkubacji. Czerwien
tetrazoliowa dodawana do pozywki jest redukowana przez zdrowe bakterie do
nierozpuszczalnego w wodzie czerwonego barwnika. Ptytka jest nastepnie skanowana,
a jej obraz analizowany przez specjalny program analizy obrazu.

Celem niniejszej pracy byla ocena wrazliwosci systemu MARA na wybrane
chemioterapeutyki stosowane w weterynarii i poréwnanie uzyskanych wynikéw
z wrazliwoscig bakterii luminescencyjnych Vibrio fischeri.
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2. MATERIALY I METODY

2.1. BADANE ZWIAZKI

Oceniono 6 chemioterapeutykow: streptomycyne, tetracykling, chloramfenikol,
kwas nalidyksowy, kwas pipemidynowy oraz kwas oksolinowy. Wzorce badanych
lek6éw zakupiono w firmie Sigma-Aldrich.

2.2. SYSTEM MARA

Wszystkie elementy systemu MARA: mikroptytki, odczynniki, program analizy
obrazu zakupiono od producenta poprzez Tigret. Analizy wykonano zgodnie
z instrukcjami producenta. W skrdcie: liofilizowane mikroorganizmy umieszczone
wrzedzie H mikroptytki zrehydratowano i preinkubowano przez 4 godziny
w temperaturze 30°C. W rzedach G-B mikroplytki wykonano szereg szesciu
rozcienczen probki w postepie geometrycznym o ilorazie = 3. Do rzgdu A
wprowadzono pozywke (kontrola szczepow). Nastepnie do kazdego rozcienczenia
probki dodano mikroorganizmy pobrane z rzedu H. Wszystkie czynno$ci
wykonywano przy uzyciu elektronicznej pipety 12-kanatowej. Mikroptytke
inkubowano w temperaturze 30°C. Po 18 godzinach ptytki skanowano w skanerze
ptaskim. Wyniki opracowywano przy uzyciu specjalnego programu analizy obrazu,
ktory umozliwil obliczenie wartosci MTC (Microbial Toxic Concentration) dla
kazdego szczepu.

2.3. BAKTERIE LUMINESCENCYJNE

Wyniki toksycznosci chronicznej badanych substancji dla bakterii Vibrio fischeri
uzyskano z prac Backhaus i Grimme [1] oraz Backhaus i in. [2]. Przedstawiono
wartosci 24h-EC50.

3. WYNIKI

3.1. SYSTEM MARA

Powstaly na 96-celkowe] plytce swoisty, niepowtarzalny wzor okreslany jest
terminem FIP (fingerprint). Pozwala on nie tylko na analiz¢ toksycznego dziatania
badanej probki na poszczegdlne szczepy mikroorganizméw, ale przede wszystkim
umozliwia zaobserwowanie zalezno$ci miedzy intensywnoscia reakcji toksycznej
arodzajem organizmu przejawiajacego t¢ reakcje oraz stwierdzenie czy badana
probka wykazuje toksyczno$¢ ogolng — zaobserwowang u wigkszosci bioindykatorow,
czy specyficzna, obserwowana tylko dla jednego szczepu [4,8].

239



Dla lepszego porownywania FIP roznych substancji przedstawiono je na specjalnie
opracowanym wykresie. W tym celu wartosci MTC przeksztatlcono na jednostki
toksycznosci: TU = 100 / MTC, a nastgpnie obliczono procent TU dla kazdego
szczepu przyjmujac wartos¢ TU dla najbardziej wrazliwego szczepu za 100%.

Zastosowane szczepy mikroorganizméw reagowaly w roznym stopniu na badane

substancje (rys. 1). Na streptomycyne najbardziej wrazliwy byt szczep 7, nastgpnie 1,
za$ wzrost pozostatych szczepoéw praktycznie nie ulegl zahamowaniu. Odmienny
obraz uzyskano w przypadku tetracykliny. Szczep 2 byl najbardziej wrazliwy,
nastgpnie 6 i 7 (odpowiednio 40% i 18% maksymalnej czulo$ci), pozostale
mikroorganizmy byly co najmniej 10-krotnie mniej wrazliwe. Chloramfenikol
i chinolony wykazaty najwiekszg toksyczno$¢ dla szczepu 6. Jednakze chloramfenikol
dziatat toksycznie takze na wigkszo$¢ pozostatych szczepow — wrazliwo$¢ powyzej
10% wrazliwosci maksymalnej wykazaty szczepy: 7, 4, 1, 2, 8 oraz 3.
Natomiast chinolony oprocz 6 dziataly negatywnie tylko na dwa szczepy: 3 i 4. Na
uwage zastuguje fakt, iz FIP kwasow: nalidyksowego, oksolinowego
i pipemidynowego sg bardzo podobne — czyli stosunek wrazliwosci poszczegolnych
szczepOow zastosowanych w tescie MARA byt zblizony. Mozna stad wysnu¢ wnioski,
iz leki te majg to samo spektrum dziatania przeciwbakteryjnego, aczkolwiek roznig si¢
sitg tego dziatania. W Tabeli 1 przedstawiono minimalne wartosci MTC dla kazdej
badanej substancji. Sg to wartosci uzyskane dla najbardziej wrazliwego szczepu
w tescie MARA. Jak wida¢ sposrdd chinolonéw najbardziej toksyczny byt kwas
oksolinowy powodujacy zaburzenie wzrostu bakterii juz w stezeniu 13 pg/l. Kwasy
nalidyksowy i pipemidynowy byly odpowiednio prawie 15 i 30 razy mniej toksyczne.

3.2. POROWNANIE WRAZLIWOSCI SYSTEMU MARA | BAKTERII V. FISCHERI

W tabeli 1 zamieszczono wyniki toksyczno$ci uzyskane przez Backhaus [1,2]
W 24-godzinnym tescie chronicznym z bakteriami luminescencyjnymi V. fischeri oraz
minimalne warto$ci MTC uzyskane w teScie MARA w niniejszej pracy. Oba testy
wykazuja bardzo wysoka wrazliwo$¢ na tetracykling i kwas oksolinowy. Antybiotyki
te byly oznaczane w $ciekach na podobnym poziomie - kilkunastu pg/l. Wskazuje to
na mozliwos¢ toksycznego oddzialywania tych zwigzkéw na wrazliwe
mikroorganizmy. Test MARA jest zdecydowanie bardziej wrazliwy niz V. fischeri na
streptomycyng. Z drugiej strony bakterie luminescencyjne reaguja na 4-krotnie nizsze
stezenia chloramfenikolu.

Przedstawione wyniki wskazujg na wysoka wrazliwos¢ systemu MARA na badane
chemioterapeutyki. Nalezy zwréci¢ uwage na fakt, iz na rézne grupy lekéw
zareagowaly rozne szczepy mikroorganizmow.
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Rys. 1. Wzory toksycznosci - FIP (fingerprints) zwigzkow w tesScie MARA.
A) Streptomycyna; B) Tetracyklina; C) Chloramfenikol; D) Kwas nalidyksowy;
E) Kwas oksolinowy; F) Kwas pipemidynowy.

Stad zastosowanie w jednym tescie az 11 mikroorganizmdéw podnosi znacznie jego

wrazliwosc¢,

ale takze umozliwia

wstepne

scharakteryzowanie

spektrum

przeciwbakteryjnego dziatania badanej probki. System MARA moze pemi¢ wazna
role w zestawie testow przeznaczonych do oceny ekotoksycznosci istniejacych
i nowowprowadzanych lekow. Jednoczesnie moze stuzy¢ do monitoringu $rodowiska
pod katem toksycznosci probek dla mikroflory.
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Tabela 1. Porownanie toksycznos$¢ badanych zwigzkow dla bakterii luminescencyjnych oraz
najbardziej wrazliwego szczepu w tescice MARA.

Zwiazek Vibrio fischeri MARA
24h-EC50[pg/1] minimalne MTC [ug/I]
Chloramfenikol 64 [1] 250
Streptomycyna 8210 [1] 190
Tetracyklina 25 [1] 16
Kwas nalidyksowy 200 [2] 190
Kwas pipemidynowy 1019 [2] 410
Kwas oksolinowy 23 [2] 13
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APPLICATION OF MICROTOX® AND MARA BIOTESTS IN EVALUATION OF ECOTOXICITY
OF PHARMACEUTICALS

MARA - Microbial Assay for Risk Assessment is a new chronic bioassay, which uses ten species of
Procaryota and one Eucaryotic yeast. The goal of the study was the evaluation of sensitivity of MARA to
selected veterinary chemioterapeutics and comparison of the results with the sensitivity of chronic 24-h
test with luminescent bacteria Vibrio fischeri. The unique MARA fingerprint is specific for each group of
antibiotics. In this study new way of presentation of the fingerprint is proposed. Both MARA and
luminescent bacteria test were the most sensitive to tetracycline and oxolinic acid at the level close to
20 pg/l. MARA was 40-folds more sensitive than V. fischeri to streptomycin, while 4-times less sensitive
to chloramfenicol.
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