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A Salmonella reverz mutációs teszt Bruce N. Ames és munkatársai által 1975-
ben közölt módszer, ami kidolgozója nevén vált ismerté, és napjainkra a
legáltalánosabban használt eljárás lett a kémiai anyagok mutagenitásának
kimutatására.
Egyre szélesebb körben alkalmazzák a környezeti mintákból készített
extraktumok tesztelésére is. A vizsgálati rendszer lehetőséget nyújt a
pontmutációk, azaz a deléciót, szubsztitúciót, bázispárcserét okozó és a
frameshift mutagének elkülönítésére, továbbá a metabolikus aktivációt nem
igénylő direkt mutagének, és a nagyobb számú, metabolikus aktivációt
igénylő indirekt mutagének elkülönítésére is.

A hisztidin-auxotróf törzsek mutáció hatására visszanyerik a hisztidin-mentes 
környezetbeni szaporodó-képességüket.  Hisztidin-mentes agaron a 
Salmonella telepek megjelenése mutagén anyag jelenlétét jelzi.

A teszt pozitív eredményt adó vegyi anyagok nem teljesen biztos, hogy az 
emlős mutagének, a relevancia 80% körüli. 

Készítette: Hajdu Csilla, BME-ABÉT



Az Ames teszt lényege 
A teszteléshez olyan teszttörzseket alkalmazunk, melyek
hisztidin-operonja többféle változtatást hordoz emiatt ezek a
törzsek nem képesek hisztidin szintézisére újabb mutáció
vagyis reverz-mutáció nélkül. A reverz mutáció, és a mutációk
általában kétféleképpen jöhetnek létre: spontán módon és
vegyszerek által indukáltan. A teszt az indukált mutációs
hatások mérésére szolgál.
A teszttörzsek a hisztidin-operon módosításán kívül olyan
módosításokat tartalmaznak, amelyek megkönnyítik a his-
auxotróf sejtek kiszelektálását (pl. antibiotikum rezisztencia)
és az érzékenységét (lipopoliszacharid réteg képzésének
hiánya) is. Az érzékenységet növeli, hogy a törzsek DNS javító
mechanizmusa hiányzik. Már a prokariótáknak is többféle DNS
javító mechanizmusuk van, némely mechanizmus pontos,
némely pontatlan, ez a mechanizmus megakadályozza a
spontán kialakult mutációk rögzülését így gondoskodik a
funkcióképes fehérje képződéséről.



Érzékenység a mutagén hatásokra
A hisztidin operon különböző pontjain az egyes törzsek
különböző módosításokat (a hisD, hisG, hisC módosítás helye a
hisztidin génjén) tartalmaznak, ezeket is mutációval idézték elő,
majd a tesztben a mutagén hatásra ezek vissza mutálódnak
(=revertálódnak), az eredeti módosítás azonban meghatározza
azt is, hogy a törzs milyen típusú mutagén hatásra lesz érzékeny
(pontmutáció, kereteltolódás).

A hisztidin operonon elvégzett módosítások helyei un. hot
spotok olyan helyek, amelyek nem túl stabilak, gyenge pontok,
így itt gyakori a mutáció, normális sejtnél a „beépített javító
mechanizmus” itt gyakran dolgozik.

További érzékenységet növelő faktorokról a különböző
teszttörzseknél lesz szó.



További érzékenység növelő faktorok, és a 
genotípus ellenőrzése

R-faktor jelenléte – a plazmidon lévő antibiotikum-rezisztencia génekkel 
ellenőrizhető:

pKM101 ampicillin, 
pQA1 tetraciklin rezisztenciát hordoz

Rfa, LPS hiánya – külső, lipopoliszacharid réteg hiánya, a sejtbe így a nagyobb 
molekulák is  be tudnak jutni, a lipopoliszacharid réteg hiányát 
kristályibolya oldattal lehet kimutatni, ha ugyanis a sejt nem rendelkezik az 
LPS réteggel a kristályibolya jelenlétében nem tud növekedni

UV érzékenység, a hibás szakaszt kivágó
javító mechanizmus nem működik a sejtben, 
ez a javító mechanizmus az UV sugárzás okozta
dimerizáció kivágására szolgál, megléte
ellenőrizhető UV lámpával, 
10 cm-ről 6 smp-át sugározzuk 
a sejteket

Kristályibolyával átitatott korong a Petri-

csésze közepén, körülötte kioltási zóna



Salmonella teszttörzsek és tulajdonságaik

Törzs neve
Módosítást tartamazó 

allél
Módosítás és célszekvencia

Reverz mutáció típusa, 

amelyre érzékeny

R-faktor:

Plazmid

TA 1535 hisG46, rfa, uvrB CTC (leucin)GGG (prolin)
bázis-pár csere: tranzíció, 

transzverzió
-

TA 1537 hisD3076, rfa, uvrB
kereteltolódás (+ 1 bázis) CCC 

ismétlődő szakasz körül
kereteltolódás -

TA 1538 his3052, rfa, uvrB

Kereteltolódás (-1 bázis) 

CGCGCGCG ismétlődő szakasz 

körül

kereteltolódás -

TA 102 hisG428, rfa CAAGTAAGAGC A:T bázis-pár csere, 

cross-linking

(keresztkötés),

pKM101, 

pAQ1

TA 97 hisD6610, rfa, uvrB CCCCCC kereteltolódás pKM101

TA 98 hisD3052, rfa, uvrB CGCGCGCG kereteltolódás pKM101

TA 100 hisG46, rfa, uvrB CCC bázis-pár csere pKM101



Metabolikus aktiváció
Számos potenciális mutagén anyag csak az emlősök májában, 

metabolizmus során lesz rákkeltő vagy mutagén, mint 
például a PCB-k (poliklórozott bifenilek) és a PAH-ok
(poliaromás szénhidrogének).

Kimutatásuk S9 mix-szel történik, főbb komponensei:
S9 – aktivált patkánymáj poszt mitokondriális frakciója, az aktiváció 

Aroclor 1254-el (PCB keverék) vagy phenobarbitonnal és ß-
naphthoflavonnal; a mixben 5-30%-os koncentrációban 
alkalmazható, a tesztelendő vegyület koncentrációjától függően, 
de érdemes alkalmazni több koncentrációban is 

Glükóz-6 –foszfát
NADP

Azo és diazo vegyületeknél reduktív metabolikus aktivációt 
kell alkalmazni [2,3]



Előzetes tudnivalók a laboratóriumi munkához

- antibakteriális hatású vegyületek tesztelésére nem alkalmas
- szilárd halmazállapotú vegyi anyagoknál az oldószert vagy 

hordozóanyagot külön is tesztelni kell toxicitása vagy 
mutagén hatása miatt

- illékony anyagok tesztelése *1+, például exszikkátorban, vagy 
más légmentesen zárható, kontrollált térben történjen

- toxikus vegyületeket kellően kis koncentrációban 
alkalmazzunk

- többféle teszttörzset használjunk, legalább 3, különböző 
érzékenységűt

- metabolikus aktiváció is alkalmazható a tesztben
- ne feledjük, hogy mutagén és karcinogén anyagokkal 

dolgozunk, ügyeljünk az ilyenkor szokásos munkavédelmi 
rendszabályok betartására és a védőeszközök 
használatára!



Előkészületek
Inokulumkészítés
14-18 órás 37°C-on inkubált, 100 rpm-mel rázatott tenyészet szükséges, a végső 

sejtkoncentráció kb. 109 elő sejt/ml

Teszt-vegyület koncentrációja

5 mg/L-5 mikrog/L, kb. 10-szeres léptékű koncentrációsort érdemes készíteni a 
kezdeti kísérletekhez, tájékozódjunk a vegyi anyag citotoxikus
koncentrációjáról is

Tápoldatok elkészítése ld. dokumentum végén

Kísérlettervezés
A teszttel egy időben végezendő pozitív és negatív kontrollokkal számolni kell, 

ellenőriznünk kell a teszttörzsek genotípusát, metabolikus aktiváció esetén 
pozitív kontrollal az enzimek aktivitását, ha valamilyen oldószert vagy 
vivőanyagot használunk annak a mutagenitását vagy toxicitását is. Meg kell 
határoznunk a spontán revertánsok számát (a mutáció természetes 
gyakoriságát), hiszen az eredmények értékelésekor ehhez képest állapítjuk 
meg a mutagén hatás meglétét.



Kontrollok – a teszttel párhuzamosan végezendő

pozitív kontroll 
vegyületek 
Metabolikus aktiváció 
nélküli teszthez [5]

pozitív 
kontroll 
vegyületek 
Metabolikus 
aktiváció 
esetén*5+

-spontán revertánsok számának meghatározása (10-30 közötti/ Petri-csésze)
-oldatok esetében az oldószer tesztelése
-sterilitás ellenőrzése

negatív kontrollok



Ames teszt menete
1.  lépés: lemezöntés

teszt vegyület
0,1 ml

metabolikus 
aktiváció: S9 mix
0,05 ml

Salmonella teszttörzs
0,1 ml (kb.: 108 élő sejt)

minimál glükóz agar2 ml 
45 °C-os
Top agar

2. lépés: inkubáció
37 °C-on 48-72 órán át, fénytől 
védve 

3. lépés: telepszámlálás – az 

inkubációs idő letelte után megszámoljuk a 
kinőtt telepeket



Ames teszt menete
4. lépés:

eredmények értékelése

Egy vegyi anyagot akkor mondhatunk
mutagénnek, ha a koncentrációjának
függvényében növekszik a revertánsok
száma és ez megismételhető.
Gyenge mutagénnek mondjuk, ha
koncentráció-válasz összefüggés jelen van,
de a kapott revertánsok száma nem több
mint a háttérre kapott revertánsok száma.
Nem mutagén egy vegyi anyag, ha két
független kísérletben sem volt koncentráció-
válasz összefüggés, és a kapott revertánsok
száma kevesebb, mint a háttér kétszerese.
Nem eldönthető a mutagén hatás, ha nincs
dózis-válasz összefüggés, viszont előfordul,
hogy a revertánsok száma több mint a
háttér kétszerese. Ekkor további vizsgálatok
szükségesek, érdemes megnézni kísérlet
körülményeit, a vegyület formáját,
hozzáférhetőségét [4,5]



Tápoldatok elkészítése [4]
Minim§l gl¿k·z agarlemezk®sz²t®se

¥sszetevŖk 1000 ml-re sz§m²tva:

– 914 ml desztill§lt v²z

– 17 g agar

– 20 ml 50X Vogel-Bonners·oldat

– 50 ml 40 %-os gl¿k·z oldat

Elk®sz²tj¿k az agarta desztill§lt v²zzel ®s sterilezz¿k. Az 50X Vogel-Bonner

s·oldatot, a 40%-os gl¿k·z oldatot k¿lºn sterilezz¿k, ®s a Petri-cs®sz®re 

val· kiºnt®s elŖtt adjuk hozz§ a forr·, de nem 100ÁC-os agarhoz. 

¦gyelj¿nk a sorrendre (1. 50X V-B s·oldat, 2. 40%-os gl¿k·z oldat)! 

Ezut§n ha megszil§rdul az agarm§r nem lehet visszolvasztani, mert a 

gl¿k·z boml§snak indul ®s az agarmegbarnul.

His/biooldat

SterilszŤrt hisztidin®s biotinoldatokb·l §ll²tjuk ºssze a teszt elŖtt. Steril 

k®mcsŖbe m®rj¿nk ºssze 10 ml biotin®s 100 ml hisztidinoldatot ®s 

vortexszelºsszekeverem.

Biotinoldat 25 ml-hez

3,1 mg biotintanalitikai m®rlegen bem®r¿nk egy 25 ml-es m®rŖlombikba, 

jelig tºltj¿k desztill§lt v²zzel, r§zogat§ssal seg²tj¿k az old·d§st ®s 

sterilszŤrj¿k. Felhaszn§l§sig hŤtŖben tartjuk.

Hisztidinoldat 25 ml-hez

0,5 g hisztidintanalitikai m®rlegen bem®r¿nk egy 25 ml-es m®rŖlombikba, 

jelig tºltj¿k desztill§lt v²zzel ®s sterilszŤrj¿k. Felhaszn§l§sig hŤtŖben tartjuk.

A hisztidin®s a biotinis hŖ®rz®keny (max.: 60ÁC)!

Nutrientt§poldat 13 g/liter

Top agar

0,6 % agar®s 0,5 % NaCl-.ottartalmaz, sterilez®s ut§n 10 ml His/Biooldatot 
adunk 100 ml top agarhoz

50X Vogel-Bonners·oldat

― 670 ml desztill§lt v²z

― 10 g MgSO4.7H2O

― 100 g Citromsav monohidr§t

― 500 g K2HPO4

― 175 g NaHNH4 PO4.4H2O 

A k®sz²t®sn®l  a s·kat ebben a sorrendben adjuk a desztill§lt v²zhez 
folyamatos keverget®s ®s ·vatos meleg²t®s mellett.

S9 mix 50 ml

- 2-5 ml S9 

- 1 ml MgCl2-KCl oldat

- 0,25 1M-os gl¿k·z-6-foszf§t oldat

- 2 ml 0,1 M-osNADP

- 25 ml 0,2 M-osfoszf§t puffer pH 7.4

50 ml-re kieg®sz²tj¿k steril desztill§lt v²zzel

MgCl2-KCl oldat 500 ml

― 61,5 g KCl

― 40,7 g MgCl2 6H2O

1 M-osgl¿k·z-6-foszf§t oldat 2,82 g/10 ml desztill§lt v²z

0,2 M-osfoszf§t puffer pH 7.4

― 60 ml 0,2 M-os0,2 M-osNaH2PO4 H2O (13,6 g/500 ml)

― 440 ml 0,2 M-osNa2HPO4 (14,2 g/500 ml)

NADP oldat 383 mg NADP/5 ml desztill§lt v²z

Ampicillinoldat ampicillintrihidr§t0,8 g/ 100 ml 0,02 M-osNaOH

Tetraciklinoldat 8 mg tetraciklin/ 1 ml 0,02 M-osHCl

Krist§lyibolya oldat 0,1 g/100 ml
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