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RESUMEN 

Fundamento: En nuestro medio ambiente existen múlti- 
ples fuentes de mutágenos potenciales. pero una de las más 
importantes es el agua de consumo público, siendo el proceso 
de cloración de la misma el principal responsable de la apari- 
ción de dichos compuestos. Por ello. el objetivo de este trabajo 
fue comprobar la posible existencia de actividad mutagénica 
en concentrados orgánicos de aguas de consumo público de 
Madrid, por medio del test de Ames. 

Métodos: Se han utilizado varias cepas bacterianas, 
TA1535, TA1538. TA98 y TAlOO, de Salmonella histidina 
dependientes, derivadas originalmente de Salmonella typhimu- 
rium LT2. Cada ensayo se realizó por duplicado, con y sin la 
incorporación de la fracción microsomal (S9 mix), de acuerdo 
con el protocolo de Ames. El ensayo de mutagenicidad se lle- 
vó a cabo por medio del método de incorporación en placa. 
Todas las muestras de agua problema fueron procesadas y tra- 
tadas con el fin de concentrar los compuestos orgánicos clora- 
dos. 

Resultados: Los mayores índices de mutagenicidad se 
obtuvieron con la cepa TA1535 y en las experiencias sin frac- 
ción microsomal (IM=l,94). 

Conclusiones: Con respecto a la evaluación mutagénica 
de los concentrados orgánicos derivados del agua de consumo 
público, no hemos encontrado actividad mutagénica positiva 
con ninguna de las cepas de ensayo. 

Palabras clave: Cloración aguas de consumo. Test de 
Ames. Test de Mutagenicidad. Derivados clorados. Concentra- 
dos aguas de consumo. 

AEBTRACT 
Evaluation of Mutagenic Activity in 
Drinking Water through Ames Test 

Background: The sources of potencial mutagens in our en- 
vironment are many, but the most important of these is water for 
public consumption. This is a result of the chlorinating process 
which is the main reason for the appearance of these mutagens. 
With this in mind, the aim of our study was to check a possible 
mutagenic activity, using the Ames test, in organic concentrates 
taken from water for public consumption in Madrid. 

Methods: Severa1 bacteria1 strains were used, namely 
Salmonella histidine dependent TA1535, TA1538, TA98 and 
TAlOO, taken originally from Salmonella typhimurium LT2. 
Each test was performed twice, with or without the introduc- 
tion of the mammalian-microsome activation (S9 mix), as per 
the indications in Ames. The plate incorporation assay was 
used to test the mutagenicity. Al1 samples of the water in ques- 
tion were processed and treated so as to create concentrates of 
organic chlorinated compounds. 

Results: The highest levels of mutagenicity appeared in 
the TA1535 strain and in the tests where the microsome frac- 
tion was not used (IM=1,94). 

Conclusions: With regard to mutagenic evaluation in or- 
ganic concentrates taken from water for public consumption, 
no positive activity was found in any of the tester strains. 

Key Words: Chlorinated Drinking Water. Ames Test. 
Mutagenicity Test. Chlorination by-Products. Drinking Water 
Concentrates. 
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INTRODUCCIÓN 

Desde el año 1973 el Programa de Na- 
ciones Unidas para el Medio Ambiente tiene 
planteado, como uno de sus principales obje- 
tivos l, la identificación de nuevos riesgos 
para la salud del hombre mediante el examen 
de todas las nuevas sustancias que se incor- 
poren al medio ambiente. 
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En este sentido, la prevención de la car- 
cinogénesis ambiental está estrechamente li- 
gada con nuestra capacidad para valorar la 
posible actividad cancerígena para el hombre 
de las sustancias químicas. 

Por ello, en la actualidad el estudio de 
carcinogenicidad potencial de un producto 
químico se basa en la utilización de todos los 
medios a nuestro alcance, comenzando por 
ensayos de mutagenicidad para continuar 
con experimentación en animales y, por últi- 
mo, estudios epidemiológicos sobre pobla- 
ciones expuestas al mismo 2. 

Existen múltiples fuentes de mutágenos 
potenciales, pero una de las más importantes 
es el agua de consumo público y, en este 
sentido, en la última década han aparecido 
en la literatura numerosas publicaciones s-‘, 
que indican la presencia de actividad genotó- 
xica en los concentrados orgánicos derivados 
de aguas potables de consumo público. 

En lo que se refiere al problema que nos 
atañe, el de los derivados clorados, sabemos 
que el cloro es, desde hace 60 años, el desin- 
fectante químico más utilizado en el mundo 
occidental para potabilizar aguas de consu- 
mo público 8. 

Bajo ciertas condiciones, el cloro libre 
reacciona con determinados precursores pre- 
sentes en el agua potable, produciendo un 
grupo de compuestos que incluyen carcinó- 
genos humanos sospechosos 9 y, por ello, las 
normativas internacionales exigen su con- 
trol lo. 

Desafortunadamente, la tarea de atribuir 
niveles mutagénicos concretos a contami- 
nantes específicos se ha mostrado muy difi- 
cultosa. Actualmente se asume que la activi- 
dad mutagénica del agua potable puede ser 
debida a la acción acumulada de un gran nú- 
mero de compuestos, o puede atribuirse prin- 
cipalmente a unos pocos compuestos, pero 
de gran potencia 4. 

Una confirmación de la última posibili- 
dad ha venido tras la identificación en los úl- 
timos años del 3-cloro-4-(diclorometil)-Shi- 

droxi-2(5H) furanona, conocido como MX, 
y de su isómero E-2-cloro-3-(diclorometil)- 
4-ácido oxobutenoico (E-MX) 11,12. 

El MX es un potente y directo mutágeno 
en el test de Ames y su contribución a la ac- 
tividad mutagénica total fue de entre el 15% 
y el 34%, aunque los niveles de hecho del 
MX presentes en el agua problema fueron 
sólo de 2-34 ng/l 4. 

Dada la preocupación existente sobre la 
presencia de mutágenos, considerados como 
posibles carcinógenos y como agentes induc- 
tores de mutaciones hereditarias 13, ha surgi- 
do una importante polémica sobre si la expo- 
sición crónica, a lo largo de la vida, a los 
mutágenos químicos contenidos en el agua 
de consumo, supone un riesgo real para la 
salud 14. 

Una revisión de los estudios epidemioló- 
gicos publicados sobre el tema, realizada por 
Craun y otros autores 15-r9, llegaba a la con- 
clusión de que la información aportada por 
dichos estudios reforzaba la asociación entre 
el cáncer en general, especialmente el cáncer 
de vejiga, recto y colon, con el consumo de 
agua desinfectada con cloro. 

Ahora bien, como ya hemos comentado, 
para valorar la posible actividad mutagénica 
de estos derivados clorados se pueden utili- 
zar distintos tipos de estudios, entre los que 
se encuentran los test rápidos in vivo e in vi- 
tru. Dado que los ensayos habituales en ani- 
males de experimentación requieren mucho 
tiempo y dinero 20, se hacía necesaria otra al- 
ternativa. En 1975, Ames y sus colaborado- 
res de la Universidad de Berkeley desarrolla- 
ron el ensayo bacteriano SaZmonelWhígado 
de mamífero, más conocido como test de 
Ames 21~22, que es, a partir de entonces, el 
test utilizado como criterio referencia1 y el 
más usado en los laboratorios de todo el 
mundo, motivo por el cual lo hemos selec- 
cionado como soporte fundamental de nues- 
tro estudio. 

Ante todos los hechos expuestos, nos he- 
mos propuesto, como objetivo de este traba- 
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jo, comprobar la existencia de actividad mu- 
tagénica en concentrados orgánicos deriva- 
dos de aguas de consumo público de una 
ciudad mayor de 100.000 habitantes (Madrid 
capital), utilizando para ello el test de Ames. 

MATERIAL Y METODOS 

1. Material biológico 

En el test de Ames se utiliza una colec- 
ción de cepas de Salmonella histidina depen- 
dientes, que derivan originalmente de Salmo- 
nella typhimurium LT2 y que poseen un tipo 
de mutación distinto en el operón histidina 21, 
de forma que requieren dicho aminoácido en 
el medio de crecimiento, porque son incapa- 
ces de sintetizarlo. 

Todas las cepas de Salmonella typhimu- 
rium, utilizadas en este ensayo, TA1535, 
TA1538, TA100 y TA98, han sido cedidas 
por B. N. Ames, del Departamento de Bio- 
química de la Universidad de Berkeley, Cali- 
fornia. 

Las cepas TA1535 y TA100 son mutantes 
his G46, que presentan una sustitución de pa- 
res de bases en el operón histidina; además, 
son cepas con deficiencias en el mecanismo 
de escisión/reparación (mutación uvrB) y por- 
tan la mutación t-fa que hace que sean más 
permeables a las macromoléculas. En el caso 
de la cepa TAlOO, presenta además el plásmi- 
do PKM 101 (factor R), que le confiere resis- 
tencia a la ampicilina y aumenta la probabili- 
dad de duplicación con error del ADN 23. 

La cepa TA1538 es un mutante his 
D3052, resultado de la delección de un par 
de bases en el operón de la histidina (muta- 
ción frameshift) 24*25, presentando también 
las mutaciones uvrB y t-fa, antes descritas. 

Por su parte, la cepa TA98 tiene las mis- 
mas características genéticas que la TA1538 
de la que deriva, con excepción de la presen- 
cia del plásmido PKM 101, que le confiere 
una mayor susceptibilidad para la reparación 
con tendencia a error del ADN. 

Además, en los ensayos con activación 
enzimática se utilizó la fracción microsomal 
de hígado de rata, más conocida como S9 
mix. Esta preparación se obtuvo de IFFA 
CREDO, que la comercializa como “S9 
Fraction” y emplea, como inductor enzimáti- 
co, Aroclor administrado a ratas macho “SD- 
OFA”, a una concentración de 500 mg/Kg 
de peso. 

2. Muestras de agua 

En primer lugar se realizó un preensuyo, 
que abarcó un muestreo de tomas de agua 
del sistema de distribución del área de estu- 
dio y, dado que tras analizar dichas muestras 
no se obtuvieron diferencias estadísticamen- 
te significativas en cuanto a la calidad del 
agua entre las distintas zonas, se decidió rea- 
lizar el ensayo recogiendo el agua de un úni- 
co punto, en este caso, del distrito de Mon- 
cloa. 

Las tomas se efectuaron directamente del 
sistema de distribución y según la normativa 
legal vigente en nuestro país 26. El tiempo de 
recogida abarcó desde octubre de 199 1 a ju- 
nio de 1992. 

Las muestras de estudio se concentraron 
y procesaron como se describe posterior- 
mente y se clasificaron en tres grupos: 

- Muestra 1: Concentrado de 5 litros 
de agua 

- Muestra 2: Concentrado de 10 litros 
de agua 

- Muestra 3: Concentrado de 20 litros 
de agua 

3. Tratamiento 
problema 

de las muestras 

Según la reglamentación en vigor 26, el 
pH normal del agua potable debe estar en un 
nivel de 6,5 - 8,5. En nuestro estudio el pH 
se midió por medio de un indicador en vari- 
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llas, siendo en todos los casos un pH neutro 
y dentro de los niveles que marca la legisla- 
ción, por lo que nuestro experimento se rea- 
lizó en las condiciones naturales de las aguas 
de consumo público. 

Todas las muestras fueron procesadas, 
con el fin de concentrar los solventes orgáni- 
cos que pudiesen contener, por medio del 
sistema Sep-Pak de Waters (Millipore), em- 
pleando el cartucho C 18 Cartridge, diseñado 
especialmente para muestras disueltas en 
agua o en disolventes acuosos 27. 

Tras su concentración, se efectuó la ex- 
tracción de los compuestos retenidos por 
medio de la aplicación sucesiva de tres tipos 
de disolventes (agua destilada, metano1 y 
acetonitrilo) 27 , que se recogieron por sepa- 
rado y se procesaron individualmente en un 
rota-vapor hasta obtener un residuo seco en 
forma de polvo, que posteriormente se redi- 
solvió en dimetilsulfóxido (DMSO) para su 
incorporación al ensayo. 

4. Métodos del test de Ames 

En primer lugar, queremos resaltar que 
toda la experimentación se realizó de acuer- 
do con la metodología recomendada por 
Ames para ensayos básicos de mutagenici- 
dad 21. 

Es esencial verificar antes de su utiliza- 
ción que las características de las cepas no 
han sufrido modificaciones, es decir, realizar 
un control de calidad de las bacterias, para lo 
cual se efectuaron los controles pertinentes, 
tal y como se detalla en el protocolo de 
Ames 21 *24. 

Se llevaron a cabo dos ensayos de muta- 
genicidad y, paralelamente a cada uno, se 
realizó el control de toxicidad por medio del 
estudio de la supervivencia bacteriana y la 
respuesta ante testigos positivos 0 control 
positivo 21. 

Esta última técnica se realiza para confir- 
mar la sensibilidad de las cepas ante mutáge- 

nos conocidos. Se considera que una cepa 
responde adecuadamente a los controles po- 
sitivos, cuando el número de revertantes in- 
ducidos por el mutágeno estándar duplica, al 
menos, los valores medios esperados de re- 
versión espontánea de las mismas, que, en 
nuestro caso, se calcularon de acuerdo con 
las frecuencias de reversión espontáneas pro- 
porcionadas por De Serres y Shelby 28. 

En nuestro estudio se utilizaron como 
mutágenos estándar Azida sódica (cepas 
TA1535 y TAlOO) y 2-Nitrofluoreno (cepas 
TA98 y TA1538) en los ensayos sin S9 
(S9-), y 2-Aminofluoreno en las experien- 
cias con S9 (S9+) con todas las cepas 24. 

En cuanto al ensayo de rnutugenicidad, 
se eligió el método de incorporación en pla- 
ca, técnica recomendada por Ames como sis- 
tema de análisis estándar 21, realizándose 
además con las dos variantes por él propues- 
tas, con incorporación de activación enzimá- 
tica (S9+) y sin S9 (S9-) 21. 

El método en síntesis consiste en mezclar 
la cepa bacteriana con la sustancia problema 
y en las experiencias con activación enzima- 
tica añadir además 0,5 ml de S9 mix; todo 
ello se vierte en una placa de agar glucosado 
de acuerdo con el protocolo de Ames “. 

5. Cuantificación del efecto mutagénico 

En primer lugar, se calculó el indice de 
mutación, cociente resultante de dividir el 
número de colonias revertantes inducidas en- 
tre las colonias revertantes espontáneas. 

El número de revertantes por placa co- 
rresponde en realidad a la media de los re- 
cuentos individuales, obtenidos de las tres 
placas que se siembran por cada nivel dosis, 
ya que, como describen McCarm y Ames 22, 
todas las experiencias se realizan por tripli- 
cado. 

Para evaluar el índice de mutación se em- 
pleó la “regla de las dos veces” 21, que se de- 
fine como el incremento de dos veces sobre 
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el valor de la mutación espontánea, con lo 
que la estimación del índice se corresponde- 
ría con las distintas anotaciones de cualidad: 

- NM No mutagénico (índice menor de 
13 

- LM Ligera mutación (índice entre 
13-2) 

- MIP Mutación positiva (índice mayor 
0 igual a 2) 

- T Efecto tóxico 

En segundo lugar, se ha utilizado el aná- 
lisis de la varianza de los datos (ANOVA) 29 
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para comparar las diferencias entre los gru- 
pos de muestras, debidas a las distintas con- 
centraciones de los compuestos problema, y 
el análisis de la varianza para medidas re- 
petidas 29, con el fin de comprobar si las di- 
ferencias obtenidas al ensayar los productos, 
en ausencia y en presencia de S9, eran o no 
estadísticamente significativas. 

RESULTADOS 

1. Cepa TA1535 

Los resultados de los ensayos vienen re- 
cogidos en las tablas 1 y 2. 

TABLA 1 

Resultado del ensayo 1 con la cepa TA1535 

s9 +s9 

Muestra RVIP M.R. I.M. C RVIP M.R. I.M. c 

20 24 
1 10 14,o 1,20 N.M. 22 19.3 0,87 N.M. 

12 12 

20 16 
2 24 20,o 1.76 L.M. 22 19,6 0,89 N.M. 

16 21 

22 38 
3 20 22,0 1,94 L.M. 16 22,6 1,02 N.M. 

24 44 

21 19 
DMSO 8 11.3 N.M. 17 22,0 N.M. 

15 30 

20 20 
ME ll 19,6 22 23,3 

32 28 

ANOVA F = 1,035 p = 0,436 F = 1.32 p = 0,33 

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS 
F(M) = 1,92 p=O,1467 
F(S9) = 3.59 p = 0.0728 
F(C) = 0.51 p= 0.7280 

Muestra : Muestras problema. 
RV/P : Colonias revertantesjplaca. 
M.R. : Media tres determinaciones colonias revertantes. 
I.M. : Índice de mutación 
C : Cualidad: N.M. no mutagénico; L.M. ligera mutación. 

DMSO : Control con dimetiisulfóxido. 
ME : Mutación espontánea. 
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TABLA 2 

Resultado del ensayo 2 con la cepa TA1535 

Muestra 

1 

RVIP 

21 
13 
12 

M.R. 

15,3 

IM. 

1,12 

C 

N.M. 

RVIP 

16 
19 
10 

M.R. I.M. c 

ll,6 0,71 N.M. 

24 20 
2 26 23,3 1,71 L.M. 2.5 20,3 1,02 N.M. 

20 16 

25 20 
3 24 24,3 1,EO L.M. 21 19,6 1,20 N.M. 

24 18 

20 21 
DMSO 10 13,6 N.M. 9 16,3 N.M. 

ll 19 

12 13 
ME 14 12,3 17 15.0 

ll 15 

ANOVA F=7,108 p=O,OO56 F= 1.109 p=O,404 

ANOVA DE MEDIDAS REl’ETIDAS 
F(M) = 6,30 p = 0,0019 
F(S9) = 0,14 p = 0,719O. 
F(C) = 1,OS p = 0,4055 

Muestra : Muestras problema. 
RV/P : Colonias revertantes/placa. 
M.R. : Media tres determinaciones colonias revertantes. 
I.M. : hdice de mutación 
c : Cualidad: N.M. no mutagénico; L.M. ligera mutación 
DMSO : Control con dimetilsulfóxido. 
ME : Mutación espontánea. 

En todas ellas, se especifican los valores 
de los siguientes parámetros: RV/P, número 
de colonias revertantes por placa; M.R, me- 
dia de colonias revertantes; I.M, índice de 
mutagenicidad; y C, cualidad que refleja el 
valor del índice. 

En las experiencias sin S9 (-S9), se ob- 
serva un ligero incremento en el número de 
revertantes por placa en las muestras que re- 
presentan las mayores concentraciones, 
muestras 2 y 3, con respecto a la muestra 1 y 
a los controles. 

Asimismo, se aprecia un aumento de los Al realizar el análisis de varianzas para 
índices de mutagenicidad conforme lo hace medidas repetidas, con el fin de comparar 
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la concentración de las muestras problema, 
alcanzando la cualidad “Ligera mutagenici- 
dad” con las muestras 2 y 3 e incluso, en el 
caso de esta última, rozando la “Mutación 
positiva” (I.M.=1,94, ensayo 1). 

Los resultados de los test estadísticos 
fueron, como se puede ver en las tablas, va- 
riables entre los dos ensayos. 

En cuanto a la experiencia con S9 (+S9), 
se obtuvieron índices de mutación netamente 
inferiores, siendo todos ellos “no mutagéni- 
cos”. 
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los resultados de ambos estudios, con y sin 
fracción microsomal, éstos fueron no signifi- 
cativos, por lo que podemos afirmar que las 
distintas concentraciones de las muestras de 
estudio no influyen de forma estadísticamen- 
te significativa en el número de colonias re- 
vertantes por placa, en función de la presen- 
cia o ausencia de S9. 

2. Cepa TA100 

Los resultados se expresan en las tablas 
3 y4. 

En la experiencia sin S9 (-S9) se observa 
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un aumento en el número de revertantes y en 
los índices de mutagenicidad conforme au- 
menta la concentración de las muestras, sien- 
do sin embargo todos ellos “No mutagéni- 
cos”, excepto en el ensayo 1 (muestra 3), 
que nos proporcionó un índice de 1,153 (“Li- 
gera mutagenicidad”). 

En el experimento paralelo con S9 (+S9) 
se aprecia la disminución de los valores de los 
índices de mutagenicidad en todos los ensayos. 

Los resultados de los test estadísticos 
fueron variables en los dos ensayos y el aná- 
lisis de la varianza para medidas repetidas 
fue no significativo. 

TABLA 3 

Resultado del ensayo 1 con la cepa TA100 

\ 

s9 +s9 

Muestra RVIP M.R. I.M. c RVIP M.R. I.M. c 

94 94 
1 116 112,o 1,lO N.M. 81 103,6 0,94 N.M. 

126 136 

146 100 
2 136 140,o 14 N.M. 113 108,3 0,99 NM. 

138 112 

147 103 
3 145 148,6 1,53 L.M. 112 113.3 1,03 N.M. 

1.54 125 

x3 127 
DMSO 103 97,0 N.M. 118 109,3 N.M. 

105 83 

100 110 
ME 110 110,o 120 106,6 

120 90 

ANOVA 

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS 
F(M) =3,89 p=O,OI71 
FtS9) = 6,32 p = 0,020O 
F(C) =2,60 p=O,O672 

F = 14,787 p = 0,0003 F=0,107 p=O,978 

Muestra : Muestras problema. 
RV/P : Colomas revertantes/placa. 
M.R. : Media tres determinaciones colonias revertantes. 
I.M. : Índice de mutación 
C : Cualidad: N.M. no mutagénico: L.M. ligera mutación. 
DMSO : Control con d~methdfóxido. 
ME : Mutación espontánea. 
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TABLA 4 

Resultado del ensayo 2 con la cepa TA100 

Muestra 

1 

2 

3 

DMSO 

ME 

RVIP 

90 
115 
120 

138 
140 
136 

145 
146 
139 

82 
110 
105 

103 
106 
108 

M.R. 

10X,3 

138.0 

143,3 

99.0 

105,6 

I.M. 

1.09 

1.39 

1.44 

c 

N.M. 

N.M. 

N.M. 

N.M. 

RVIP 

94 
82 

130 

100 
110 
108 

104 
108 
125 

115 
120 

90 

115 
109 
114 

M.R. I.M. c 

102,o 0,94 N.M. 

106,O 0,97 N.M. 

112.3 1,03 N.M. 

108,3 N.M. 

112,6 

ANOVA F= 12,188 p=O,WO7 F = 0,288 p = 0,8791 

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS 
F(M) =4,47 p=O,OO96 
F(S9) = 5,43 p = 0.0303 
F(C) =3,87 p=O,1740 

Muestra : Muestras problema. 

RVP : Colonias revertantes/placa. 
M.R. : Media tres determinaciones colonias revertantes. 
I.M. : índice de mutación 

C : Cualidad: N.M. no mutagénico; L.M. ligera mutación 
DMSO : Control con dlmetilsulfi>xldo. 
ME : Mutación espontánea. 

3, Cepa TA1538 

Los resultados de los dos ensayos se re- 
cogen en las tablas 5 y 6. 

En la experiencia sin S9 se observó un 
aumento en el número de los revertantes in- 
ducidos en la muestra 3, respecto a las de 
menor concentración y los controles. 

La misma regla siguieron los índices de 
mutación, resultando todos ellos calificados 
como “no mutagénicos” al no alcanzar el va- 
lor 2. 

las diferencias obtenidas se relacionaban con 
las distintas concentraciones, resultó en to- 
dos los casos no significativo. 

En el estudio con S9 (S9+) se repitieron 
los resultados anteriores, sin apreciarse gran- 
des diferencias. Tampoco hubo variaciones, 
en cuanto al número de revertantes induci- 
dos, al comparar el ensayo con y sin la acti- 
vación metabólica (S9), dato que se confii- 
ma al realizar el análisis de la varianza para 
medidas repetidas, comprobándose que el re- 
sultado no varía en función de la presencia o 
ausencia de S9. 

El ANOVA calculado para comprobar si 
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TABLA 5 

Resultado del ensayo 1 con la cepa TA1538 

Muestra RVIP M.R. c RVIP M.R. I.M. C 

23 8 
1 24 27,0 1,09 N.M. 12 13,6 1,08 N.M. 

34 21 

34 12 
2 24 25,3 1,02 N.M. 14 15,o 1,19 N.M. 

18 19 

41 19 
3 26 32.6 1,32 N.M. 17 16,3 1,30 N.M. 

31 13 

17 22 
DMSO 23 24,6 N.M. 12 12,6 N.M. 

34 4 

21 20 
ME 13 14,6 22 16,0 

10 6 

ANOVA F=2,380 p=O,lZ F = 0,351 p = 0,84 

Muestra 
ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS RV/P 
F(M) = 1.22 D = 0.3300 M.R. 
F(S9) = 16.16 i, = 0,0007 I.M. 
F(C) = 1,45 p = 0,2451 C 

DMSO 
ME 

Muestras problema. 
Colonias revertantes/pIaca. 
Media tres determinaciones colonias revertantes. 
índice de mutación 
Cualidad: N.M. no mutagénico; L.M. ligera mutación. 
Control con dimetilsulfóxido. 
Mutación espontánea. 

TABLA 6 

Resultado del ensayo 2 con la cepa TA1538 

Muestra 

1 

2 

3 

DMSO 

ME 

RVIP 

31 
21 
24 

30 
26 
22 

35 
30 
32 

20 
21 
30 

20 
18 
27 

-s9 +s9 

M.R. I.M. c RVIP M.R. I.M. C 

8 
25,3 1,07 N.M. 14 14,6 1,16 N.M. 

22 

16 
26.0 1,lO N.M. 14 16,6 1,31 N.M. 

20 

20 
32.3 1,37 N.M. 15 16,6 1,32 N.M. 

15 

17 
23,6 N.M. 10 16,6 N.M. 

ll 

13 
21,6 14 14,3 

16 

ANOVA F=2,857 p=O,O811 F=0,518 p=O,724 

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS 
F(M) = 2.32 p =0.0924 
F(S9) = 47.29 p = 0,OOOO 
F(C) = 0.77 p =0.5583 

Muestra Muestras problema. 
RVP Colonias revertantesiplaca. 
M.R. Media tres determinaciones colonias revertantes. 
I.M. hdice de mutación 
C Cualidad: N.M. no mutagénico; L.M. ligera mutación. 
DMSO Control con dimetilsulfóxido. 
ME Mutación espontánea. 
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4. Cepa TA98 

Como se puede ver en las tablas 7 y 8, en 
ambos ensayos, con y sin S9, el mayor nú- 
mero de colonias revertantes inducidas se 
obtuvo con la muestra 2. En cuanto a los ín- 
dices de mutación, el mayor valor correspon- 
dió asimismo a la muestra 2, que se relacio- 
na con la concentración intermedia, siendo 
todos ellos “no mutagénicos”. 

En cuanto al análisis estadístico, se cal- 
culó el ANOVA, que fue variable en ambos 
casos. 

No se apreciaron diferencias estadística- 
mente significativas en los valores, tanto del 
número de revertantes por placa como de los 
índices de mutación, al repetir la experiencia 
añadiendo la fracción microsomal tal y como 
se refleja en las tablas de resultados. 

TABLA 7 

Resultado del ensayo 1 con la cepa TA98 

ANOVA F = 3,653 p = 0,044 F = 0,886 p = 0,506 

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS 
F(M) = 3,21 p =0,0343 
F(S9) = 57,75 p = 0,OOOO 
F(C) = 1.39 p = 0,2727 

Muestra : Muestras problema. 
RV/P : Colonias revertantes/placa. 
M.R. : Media tres determinaciones colonias revertantes. 
I.M. : Índice de mutación 
C : Cualidad: N.M. no mutagénico; L.M. ligera mutación. 
DMSO : Control con dimetilsulfóxido. 
ME : Mutación espontánea. 
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TABLA 8 

Resultado del ensayo 2 con la cepa TA98 

Muestra 

1 

2 

3 

DMSO 

ME 

RVIP 

36 
26 
32 

32 
36 
36 

36 
32 
20 

28 
28 
30 

38 
16 
34 

49 +s9 

M.R. I.M. c RVIP M.R. I.M. c 

12 
31,3 1,09 N.M. 14 15,3 0,80 N.M. 

20 

22 
34,6 1,21 N.M. 21 20,3 1,07 N.M. 

18 

16 
29,3 1,02 N.M. 18 18,6 0,98 N.M. 

22 

15 
28,6 N.M. 16 19,0 N.M. 

26 

19 
29,3 27 21,0 

17 

ANOVA F = 0,377 p = 0,820O F = 0,752 p = 0,5791 

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS 
F(M) = 0,50 p =0,7364 
F(S9) = 31,20 p = 0,OOOO 
F(C) = 0,47 p =0,7574 

Muestra : Muestras problema. 
RV/P : Colonias revertantes/placa. 
M.R. : Mecha tres determinaciones colonias revertantes. 
I.M. : índice de mutación 
C : Cualidad: N.M. no mutagénico; L.M. ligera mutación. 
DMSO : Control con dimetilsulfóxido. 
ME : Mutación espontánea. 

5. Controles positivos TABLA 9 

Los resultados de los controles con los 
mutágenos estándar vienen recogidos en la 
tabla 9, en la que se expresan los índices me- 
dios de mutación con los patrones positivos, 
en presencia y en ausencia de S9. 

Resultados índices medios de mutación 
con patrones positivos 

I Cepa Sin S9+ Con S9+ 

Se puede apreciar que todas las cepas 
respondieron adecuadamente a los mismos, 
ya que el número de revertantes inducidos 
por el agente empleado como control positi- 
vo duplica, al menos, la media esperada de 
mutación espontánea. 

TA98 25,51 > 63,19 

TA100 6,40 > 12,78 

TA1535 43,Ol > 105,96 

TA1538 69,63 > 69,63 
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DISCUSIÓN 

En la actualidad existen más de 100 en- 
sayos destinados a predecir el riesgo genotó- 
xico de los productos químicos para el hom- 
bre. El que exista un número tan elevado de 
ensayos, indica claramente que ninguno de 
ellos, por sí solo, puede suministrar todos los 
datos necesarios para establecer dicho ries- 
go, siendo indispensable el uso de una bate- 
Iía de tests in vivo e in vitre 24. 

Los ensayos con Salmonella typhimu- 
rium constituyen el elemento base en la bate- 
ría de estudios de mutagenicidad, y se han 
impuesto en la actualidad, tanto a nivel pú- 
blico como privado, para la realización del 
estudio básico de todo nuevo producto quí- 
mico y, por ello, ha sido elegido como so- 
porte de nuestro estudio. 

En relación a la evaluación mutagénica 
de los concentrados orgánicos clorados, pro- 
cedentes de las aguas de consumo público 
objeto de estudio, podemos destacar que no 
hemos encontrado actividad mutagénica po- 
sitiva en ninguno de los ensayos con ninguna 
de las muestras problema. 

Sin embargo, con la cepa TA1535 se al- 
canzaron valores de los índices de mutación 
próximos al valor 2, necesario para calificar 
a un producto como mutagénico; resultados 
semejantes, aunque inferiores, se obtuvieron 
con la otra cepa empleada en el estudio, 
TAlOO. 

La cepa TA1535 es un mutante hisG46, 
es decir, que presenta una sustitución de pa- 
res de bases que afecta al operón histidina. 
La cepa TA100 posee las mismas caracterís- 
ticas genotípicas de la TA1535 de la que 
procede. Ambas son, por tanto, cepas idó- 
neas para detectar mutaciones que produzcan 
sustituciones de pares de bases 23v25. 

En este sentido, utilizando las otras dos 
cepas de estudio, TA1538 y TA98, que de- 
tectan mutaciones que ocasionan desplaza- 
mientos en el marco de lectura o desfase ge- 
nético, los índices de mutación obtenidos 

fueron menores, no alcanzando en ningún 
caso valores cercanos a 1,5 y no mantenien- 
do, además, la tendencia a aumentar los re- 
vertantes con el aumento de la concentración 
de las muestras. 

Ello nos puede hacer pensar que las mu- 
taciones inducidas por los compuestos de en- 
sayo se llevarían a cabo, probablemente, por 
un mecanismo de sustitución de pares de ba- 
ses, punto en el cual coincidiríamos con la 
opinión de. los autores 30-33, que señalan a las 
cepas TA1535 y, especialmente, a la TAlOO, 
como las más sensibles para valorar los mu- 
tágenos contenidos en aguas de bebida. 

En lo que respecta a la cuantificación de 
la actividad mutagénica, empleando como 
criterio la “regla de las dos veces” 21, pode- 
mos afirmar que, con ninguna de las mues- 
tras ensayadas, los índices de mutagenicidad 
alcanzan la calificación “mutación positiva”. 
Dicho criterio puede ser demasiado restricti- 
vo en el caso de sustancias químicas no pu- 
ras, y quizás sería recomendable repetir la 
experiencia empleando valores menos estric- 
tos, al tratarse de muestras con muy bajas 
cantidades de mutágenos. 

Otra de las desventajas que tiene el em- 
pleo de este baremo para valorar el efecto 
mutagénico es que, en el caso de cepas de 
mutación espontánea muy alta, como es el 
caso de la TAlOO, el incremento de dos ve- 
ces sobre el valor de la reversión espontánea 
podría ser un requerimiento muy restrictivo 
para determinar el efecto positivo 34. Por 
ello, muchos autores proponen aplicar para 
valorar la cepa TA 100 el criterio de 100 re- 
vertantes en exceso de los controles, en vez 
de “la regla de las dos veces”. 

Quizá esto pueda explicar el hecho de 
que, en nuestro ensayo, los índices de muta- 
genicidad obtenidos con la cepa TA100 no 
hayan alcanzado los niveles de la cepa 
TA1535, que es de características genéticas 
muy similares. 

No debemos, no obstante, olvidar que 
puede ocurrir que productos químicos geno- 
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tóxicos específicos den resultados 
en estos tests preliminares. 

negativos 

Son numerosos los factores que pueden 
ser responsables de un falso negativo, entre 
los que destacaríamos la posible toxicidad de 
la sustancia 33, la estructura química del com- 
puesto, un inadecuado sistema de transporte 
y la imposibilidad del test de Ames para de- 
tectar aberraciones cromosómicas 35-38 

En cuanto al problema de toxicidad he- 
mos de destacar que, de acuerdo con el pro- 
tocolo de Ames, se ha llevado a cabo, para- 
lelamente a cada ensayo, un estudio de la su- 
pervivencia bacteriana, no apreciándose 
toxicidad con ninguna de las muestras ensa- 
yadas. 

Otro problema que puede disminuir la 
sensibilidad del test es el hecho de que se 
han identificado en las aguas de consumo 
más de 1.000 compuestos, la mayoría pre- 
sentes en concentraciones inferiores a 1 mi- 
crogramo/litro. En segundo lugar, más del 
90% de ellos son volátiles y por tanto muy 
difíciles de analizar 3. 

Dada la dificultad de aislamiento de es- 
tos compuestos, es muy importante la elec- 
ción del método de concentración de los 
mismos. Nosotros, a diferencia de otros au- 
tores 39, hemos elegido el sistema Sep-Pak, 
debido a que opera como una cromatografía 
de columna, ahorra tiempo al permitir traba- 
jar a presión, tiene un bajo consumo de di- 
solventes y un bajo coste 27. 

De todas maneras, el sistema Sep-Pack, a 
pesar de sus ventajas, no deja de ser un siste- 
ma de aislamiento global de derivados, fun- 
damentalmente de tipo orgánico. Dado que 
sabemos que el efecto mutagénico de las 
aguas cloradas difiere en función de la canti- 
dad y tipo de materiales orgánicos presentes 
en las mismas, sería necesaria una evalua- 
ción exhaustiva del tipo y concentración de 
los compuestos contenidos en las muestras 
problema. 

las 
Aparte del problema de concentración de 
muestras, otra dificultad añadida deriva 

del método de ensayo utilizado. Ames pro- 
puso, como apoyo al método convencional 
de incorporación en placa, la utilización de 
la preincubación en el que la bacteria, la 
fracción microsomal y el compuesto de en- 
sayo se incuban a una concentración supe- 
rior. facilitándose la metabolización del 
agente 2 l. 

Precisamente en esto último nos basa- 
mos para elegir el método convencional en 
placa, ya que, según los autores que habían 
tratado el tema , l4 la mutagénesis derivada 
de aguas de bebida cloradas disminuía en 
presencia de S9, por lo que nos pareció más 
adecuado no preincubar los compuestos de 
ensayo. 

Otra posible alternativa es utilizar el test 
de fluctuación 40. El ensayo de fluctuación es 
aplicable, como apoyo al método convencio- 
nal en placa, principalmente a aquellos pro- 
ductos cuya inestabilidad implique un corto 
tiempo de actuación sobre las bacterias, así 
como a los productos que causen un débil in- 
cremento sobre la mutación espontánea; sin 
embargo, este ensayo es más lento y presen- 
ta más dificultades de estandarización y rea- 
lización que el ensayo convencional a la 
hora de utilizarlo como test de rutina 41. 

De todas maneras, en el caso de produc- 
tos que incrementan el número de revertan- 
tes inducidos, aunque no lleguen a ser muta- 
génicos como en nuestro estudio, sería reco- 
mendable continuar la evaluación de dichos 
compuestos utilizando el test de fluctuación, 
empleando distintas concentraciones de S9, 
obtenido a su vez con distintos inductores 
enzimáticos, con el fin de aumentar la sensi- 
bilidad del experimento ante los mutágenos 
débiles. 

En lo que se refiere a la fracción micro- 
soma1 (S9), se observó una disminución de 
la actividad mutagénica, valorada por los ín- 
dices de mutación en los ensayos con activa- 
ción enzimática, con respecto a las experien- 
cias sin S9. Este hecho también coincide con 
lo expresado por los autores que han estudia- 
do el tema 42, que encuentran resultados si- 
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milares al ensayar con otras fuentes de agua 
desinfectadas con cloro, en el sentido de una 
disminución clara de la actividad mutagénica 
en presencia de S9, debida a una adecuada 
metabolización de los compuestos activos 
hacia metabolitos no mutagénicos, lo que 
podría, por lo tanto, prevenir que la forma 
activa del compuesto se distribuya por el or- 
ganismo y alcance los tejidos corporales. 

Otro factor a tener en cuenta al evaluar el 
ensayo es el pH del agua problema, debido a 
que varios autores han comprobado que el 
pH ácido aumenta la actividad mutagénica 
de las aguas desinfectadas con cloro, ya que 
es el punto en el que se conseguiría la mayor 
estabilidad de los mutágenos 43-45. 

Nuestro trabajo se ha realizado a pH 
neutro, el normal de las aguas de consumo 
público . 26 En este sentido, quizás sería dese- 
able repetir el ensayo acidificando las mues- 
tras antes de su procesamiento, con el fin de 
aislar un mayor número de compuestos. 

En cuanto a la exposición in vivo, resulta 
más difícil hacer una valoración sobre los 
efectos carcinogénicos potenciales de las 
fuentes de agua clorada. Los estudios epide- 
miológicos 46-47 siguen apuntando un riesgo 
entre 1 ,l a 2,0 veces mayor para el cáncer de 
recto, vejiga y colon en los consumidores de 
aguas cloradas, pero siguen estando sujetos a 
graves imprecisiones que deben ser subsana- 
das para confirmar dicha relación. 

Por último, hemos de destacar que las 
medidas de calidad del agua, usadas en este 
estudio, han sido muy globales. El efecto de 
la cloración va a depender siempre de la can- 
tidad y tipo de materiales orgánicos presen- 
tes en el agua 46, y por ello, los efectos muta- 
génicos potenciales diferirán en función de 
sus características. Éste es el principal pro- 
blema con el que nos encontramos en nues- 
tro trabajo, que debe analizarse en profundi- 
dad para obtener resultados más precisos. 

Por todo ello, dada la importancia del 
problema, consideramos necesario continuar 
con la investigación de base y, por supuesto, 

406 

la realización de estudios epidemiológicos 
más complejos con un adecuado tamaño 
muestra1 y detallada cuantificación de la ex- 
posición individual al agua clorada y que 
ofrezcan, asimismo, un control válido de los 
principales factores de confusión. 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

8. 

9. 
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