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Новые возможности теста Эймса при оценке мутагенности 
технических продуктов действующих веществ пестицидов 
ФБУН «Федеральный научный центр гигиены имени Ф.Ф. Эрисмана» Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав 
потребителей и благополучия человека, 141014, Мытищи, Россия

Введение. Тест Эймса – один из наиболее востребованных методов выявления мутагенности факторов среды. В ряде случаев его предлагают в ка-
честве единственного и достаточного метода для первого этапа оценки эквивалентности технических продуктов (ТП) пестицидов оригинальным 
действующим веществам (ДВ). Ограничением метода является невозможность объективной оценки эквивалентности некоторых ТП, обладающих 
высокой цитотоксичностью, в частности сульфонилмочевин и триазолпиримидинов. С учётом механизма действия химических веществ указанных 
классов предложена модификация протокола стандартного чашечного теста Эймса для увеличения максимальной нецитотоксичной концентрации 
вплоть до 5 мг/чашка, рекомендованной нормативными документами.
Материалы и методы. Использовали 5 штаммов Salmonella typhimurium – TA97, TA98, ТА100, TA1535, TA102. Модификация метода включала 
обогащение верхнего агара изолейцином (1–5 мМ).
Результаты. Максимальные нецитотоксичные концентрации тифенсульфурон-метила и флорасулама при использовании общепринятого про-
токола не превышали 0,05–0,125 мг/чашка. Обогащение среды изолейцином позволяло провести оценку мутагенной активности веществ вплоть 
до максимальной рекомендованной концентрации 5 мг/чашка. Число спонтанных ревертантных колоний находилось в пределах исторического 
контроля в лаборатории, полученного в стандартных условиях. Положительные контроли проявили выраженную мутагенную активность на 
всех штаммах в условиях метаболической активации и без неё (р ≤ 0,05).
Ограничения исследования. Исследование ограничено тестированием мутагенной активности ТП ДВ пестицидов – ингибиторов синтазы 
ацетогидроксикислот.
Заключение. Использование модифицированного протокола теста Эймса для исследования мутагенности ТП ДВ пестицидов из классов 
сульфонилмочевин и триазолпиримидинов путём обогащения среды изолейцином является более объективным способом оценки их мутагенности. 
Предложенный протокол расширяет возможности выявления опасных мутагенных примесей, которые присутствуют в ТП в небольших 
количествах, но при попадании в окружающую среду могут приводить к превышению уровня мутирования у живых организмов.
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New possibilities of the Ames test for evaluation of mutagenicity  
of technical products of active ingredients of pesticides 
Federal Scientific Center of Hygiene named after F.F. Erisman of the Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection 
and Human Wellbeing, Mytishchi, 141014, Russian Federation

Introduction. The Ames test is the one of the most popular methods for mutagenicity evaluation of environmental factors. In some cases, this method is suggested 
to be the only and sufficient assay for the first stage of the equivalence assessment of pesticide technical grade active ingredients (TGAI) to the original products. 
A limitation of the Ames test is related to the impossibility of an objective equivalence assessment of some cytotoxic TGAIs, in particular, sulfonylureas, and 
triazolpyrimidines. Based on the mode of action of the pesticides belongs to these chemical classes, we suggested a modification of the plate incorporation method 
protocol of the Ames test to the increase of maximal non-cytotoxic concentration up to the 5 mg/plate recommended by regulatory documents.
Materials and methods. The five strains of Salmonella typhimurium ТА98, ТА100, ТА1535, ТА97, ТА102 were used. The modification of the protocol included 
a supplementation of the top agar with isoleucine (1–5 mM). 
Results. The maximum non-cytotoxic concentrations of thifensulfuron-methyl and florasulam using the standard top agar did not exceed 0.05–0.125 mg/plate.  
The enrichment of the top agar with isoleucine allowed evaluating the mutagenicity of the substances up to the maximal recommended concentration  
of 5.0 mg/plate. The number of spontaneous revertants was within the historical limits of the laboratory control obtained under standard conditions. Positive 
controls showed pronounced mutagenic effects in case of all strains with and without metabolic activation (p≤0.05). 
Limitations. Mutagenicity was evaluated only for TGAIs, which are acetohydroxyacid synthase inhibitors. 
Conclusion. The application of the modified Ames test protocol for mutagenicity assessment of TGAIs from the classes of sulfonylureas and triazolpyrimidines under 
supplementation of the top agar with isoleucine is a more objective way to evaluate their mutagenicity. The proposed protocol expands the possibilities of revealing 
dangerous mutagenic impurities that may occur in TGAIs in the small quantities, and after entering the environment can cause the gain in the mutation level in 
living organisms.
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Введение
Во многих странах производство средств защиты расте-

ний основано на использовании пестицидов-дженериков, 
представляющих собой «копии» оригинальных действую-
щих веществ [1]. Однако и в этом случае для обращения 
на рынке пестициды-дженерики должны пройти регистра-
цию – правовую процедуру, которую предваряет оценка 
эквивалентности технического продукта действующего 
вещества (ДВ) регистрируемого пестицида техническому 
продукту ДВ фирмы-оригинатора.

Алгоритм оценки эквивалентности ДВ пестицидов 
представляет собой поэтапную процедуру, целью которой 
является определение соответствия химического состава 
продукта и его токсикологических характеристик ориги-
нальному продукту, регистрационные испытания которого 
выполнены в полном объёме [2]. При выявлении в техни-
ческом продукте (ТП) новых примесей их потенциальную 
опасность прогнозируют, используя методы in silico. Кроме 
того, при наличии новых примесей или повышенных уров-
нях известных значимых примесей проводят анализ гено-
токсичности ТП, который главным образом основывается 
на исследованиях in vitro. Методы с использованием моде-
лей на животных применяют в случае выявления позитив-
ных или неопределённых результатов in vitro [3].

Тест на индукцию обратных генных мутаций – один из 
наиболее востребованных методов оценки мутагенности 
ввиду простоты исполнения и способности выявлять до 
80% мутагенов [4]. В ряде стран тест Эймса предлагают в 
качестве единственного и достаточного метода для перво-
го этапа оценки эквивалентности технических продуктов 
пестицидов. Существенным ограничением применимости 
метода является невозможность его использования для 
определения эквивалентности некоторых химических ве-
ществ [5–7]. Наличие цитотоксичности тестируемого ве-
щества может привести как к ложнонегативным, так и к 
ложнопозитивным результатам. Ложнопозитивные резуль-
таты получают вследствие гибели большей части популяции 
внесённых бактерий. При этом оставшиеся микроорганиз-
мы растут в условиях избытка гистидина с формированием 
многочисленных микроколоний ауксотрофных спонтан-
ных ревертантов, что ошибочно может быть принято за 
картину позитивного ответа [8].

Ранее нами было показано, что некоторые ДВ пести-
цидов определённых химических классов цитотоксичны 
для штаммов Salmonella typhimurium. Например, в случае 
производных дитиокарбаматов (тирам, манкоцеб), триа-
золпиримидинов (флорасулам, пеноксулам и др.), сульфо-
нилмочевин (этаметсульфуронметил, метсульфуронметил 
и др.) максимальная нецитотоксичная доза не превышала 
0,125–0,5 мг/чашка [9].

Следовательно, при подтверждении эквивалентности 
технических продуктов пестицидов оригинальным про-
дуктам по критерию мутагенности наличие цитотоксич-
ности ДВ не позволяет проводить тестирование при высо-
ких концентрациях вплоть до максимальной (5 мг/чашка), 
рекомендованной нормативными документами. Учитывая, 
что примесные соединения в ТП пестицида присутствуют в 
небольших количествах, вероятность обнаружения мутаген-

ной активности, обусловленной наличием примесей, при 
снижении максимальных нецитотоксичных концентраций 
становится крайне низкой.

Известно, что механизм действия пестицидов, относя-
щихся к классам сульфонилмочевин и триазолпиримиди-
нов, заключается в ингибировании синтазы ацетогидрок-
сикислот (acetohydroxyacid synthase, AHAS), участвующей 
в синтезе разветвлённых аминокислот, что приводит к 
подавлению роста растений. Аналогичное действие пе-
стициды этих классов оказывают и на клетки микроорга-
низмов. На основании литературных данных о механизме 
действия данных пестицидов нами было сделано предпо-
ложение, что обогащение среды разветвлёнными амино-
кислотами может привести к снятию цитотоксического 
действия указанных соединений на клетки индикаторных  
культур.

Цель исследования – модификация протокола проведения 
теста Эймса для оценки потенциальной мутагенности хими-
ческих веществ из классов триазолпиримидинов и сульфо-
нилмочевин в диапазоне концентраций, рекомендованных 
нормативными документами [5, 6, 10, 11].

Материалы и методы
Культуры штаммов S. typhimurium получены из НБЦ 

ВКПМ в лиофилизированном виде. Использована комби-
нация штаммов S. typhimurium B-5291 (TA97); S. typhimurium 
В-5294 (TA98); S. typhimurium В-5300 (ТА100); S. typhimurium 
В-5303 (TA1535); S. typhimurium В-5393 (TA102). При выделе-
нии, хранении и проверке генотипов культур руководствова-
лись методикой, описанной в [4].

Тестировали технические продукты действующих ве-
ществ пестицидов: тифенсульфуронметил (97,4%) и флора-
сулам (98,1%). Использовали стандартный чашечный тест 
без метаболической активации и в присутствии микросом-
ной активирующей смеси с содержанием 20–30% фракции 
S9 (15–22 мг/мл белка) [12]. В качестве отрицательного 
контроля использовали варианты с растворителем диме-
тилсульфоксидом (DMSO). Положительными контролями 
служили 2-аминоантрацен, циклофосфамид, 2-нитрофлу-
орен, азид натрия, метилметансульфонат, митомицин С 
и 9-аминоакридин. Соединение рассматривали как цито-
токсичное, если имело место снижение на 40% фона спон-
танного мутирования [4]. Критерии оценки мутагенности 
описаны в [13].

Для снятия цитотоксического эффекта сульфонилмо-
чевин и триазолпиримидинов в отношении индикаторных 
штаммов S. typhimurium с учётом механизма действия в верх-
ний полужидкий агар дополнительно с гистидином и био-
тином вводили изолейцин в концентрациях 1; 2 или 5 мМ, 
смешивая 90 мл среды с 10 мл раствора изолейцина с кон-
центрацией 10; 20 или 50 мМ.

Статистическую обработку проводили с помощью про-
граммы SPSS Statistics v.22.0 (Корпорация IBM, Нью-Йорк, 
США). Для оценки результатов, полученных в тесте Эймса, 
использовали t-тест для независимых выборок (для срав-
нения двух групп), тест Даннетта (для трёх и более групп).  
Различия между группами считали статистически значимы-
ми при р ≤ 0,05.
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Результаты
Ранее нами было обнаружено, 

что все тестируемые технические 
продукты пестицидов из класса 
сульфонилмочевин (хлорсульфу-
рон, никосульфурон, метсульфу-
рон-метил, этаметсульфурон-ме-
тил, тифенсульфурон-метил) и 
триазолпиримидинов (флорасулам, 
пеноксулам, флуметсулам) оказы-
вают цитотоксическое действие на 
штаммы S. typhimurium, выража-
ющееся в явном снижении числа 
ревертантов [9]. Поэтому при опти-
мизации протокола теста Эймса с 
учётом механизма действия соеди-
нений этих классов на метаболизм 
клеток микроорганизмов в каче-
стве модельных соединений нами 
были использованы тифенсульфу-
рон-метил (сульфонилмочевины) и 
флорасулам (триазолпиримидины). 
Полученные результаты подтвер-
дили, что при оценке мутагенности 
с использованием классическо-
го состава среды максимальные  
нецитотоксичные концентрации 
этих технических продуктов не 
превышали 0,0125–0,125 мг/чаш-
ка для тифенсульфурон-метила и 
0,005–0,05 мг/чашка в случае фло-
расулама (табл. 1).

В предварительном экспери-
менте оценивали возможность 
снятия цитотоксического дей-
ствия сульфонилмочевин и триа-
золпиримидинов при обогащении 
верхнего агара 1 мМ лейцином, 
валином или изолейцином или их 
комбинацией с использованием 
индикаторных культур ТА100 и 
ТА1535 без метаболической акти-
вации. Введение в среду изолей-
цина или смеси трёх аминокислот, 
но не валина или лейцина по от-
дельности, снимало ингибиро-
вание роста штаммов высокими 
концентрациями тифенсульфу-
рон-метила или флорасулама. Ис-
ходя из полученных результатов в 
дальнейших экспериментах оце-
нивали возможность тестирования 
на мутагенность соединений из 
классов сульфонилмочевин и три-
азолпиримидинов вплоть до мак-
симальной дозы 5 мг/чашка при 
обогащении среды изолейцином в 
разных концентрациях как в усло-
виях метаболической активации, 
так и без неё (табл. 2, 3). Введение 
в состав верхнего агара изолейци-
на приводило к снятию цитоток-
сических эффектов тифенсуль-
фурон-метила и флорасулама на 
индикаторные культуры: диапазон 
нецитотоксичных концентраций 
увеличился до 1,6–5 мг/чашка. 
При этом число спонтанных ре-
вертантных колоний находилось в 
пределах исторического контроля 
в лаборатории, полученного при 



1389Gigiena i Sanitariya (HYGIENE & SANITATION, RUSSIAN JOURNAL). Volume 101, Issue 11, 2022

METHODS OF HYGIENIC AND EXPERIMENTAL INVESTIGATIONShttps://doi.org/10.47470/0016-9900-2022-101-11-1386-1392

Original  article

Т
аб

л
и

ц
а 

2
 /

 T
ab

le
 2

О
це

нк
а 

му
та

ге
нн

ос
ти

 н
ек

от
ор

ы
х 

ци
то

то
кс

ич
ны

х 
пе

ст
иц

ид
ов

 к
ла

сс
ов

 с
ул

ьф
он

ил
мо

че
ви

н 
и 

тр
иа

зо
лп

ир
им

ид
ин

ов
 с

 и
сп

ол
ьз

ов
ан

ие
м 

ш
та

мм
ов

 S
al

m
on

el
la

 ty
ph

im
ur

iu
m

 в
 п

ри
су

тс
тв

ии
 

1 
мМ

 и
зо

ле
йц

ин
а 

и 
2 

мМ
 и

зо
ле

йц
ин

а
M

ut
ag

en
ic

ity
 a

ss
es

sm
en

t o
f s

om
e 

cy
to

to
xi

c 
su

lfo
ny

lu
re

a 
an

d 
tr

ia
zo

le
-p

yr
im

id
in

e 
he

rb
ic

id
es

 u
si

ng
 S

al
m

on
el

la
 ty

ph
im

ur
iu

m
 in

 th
e 

pr
es

en
ce

 o
f 1

 m
M

 is
ol

eu
ci

ne
 a

nd
 o

f 2
 m

M
 is

ol
eu

ci
ne

К
он

ц.
,  

мг
/ч

аш
ка

 
Co

nc
,  

m
g/

pl
at

e 

TA
97

 
ВК

П
М

 B
-5

29
1

TA
98

 
ВК

П
М

 В
-5

29
4

TA
10

0 
ВК

П
М

 В
-5

30
0

TA
10

2 
ВК

П
М

 В
-5

39
3

TA
15

35
 

ВК
П

М
 В

-5
30

3
+

S9
–

S9
+

S9
–

S9
+

S9
–

S9
+

S9
–

S9
+

S9
–

S9

M
ea

n±
SD

Ц
Т,

 %
 

Re
d,

 %
M

ea
n±

SD
Ц

Т,
 %

 
Re

d,
 %

M
ea

n±
SD

Ц
Т,

 %
 

Re
d,

 %
M

ea
n±

SD
Ц

Т,
 %

 
Re

d,
 %

M
ea

n±
SD

Ц
Т,

 %
 

Re
d,

 %
M

ea
n±

SD
Ц

Т,
 %

 
Re

d,
 %

M
ea

n±
SD

Ц
Т,

 %
 

Re
d,

 %
M

ea
n±

SD
Ц

Т,
 %

 
Re

d,
 %

M
ea

n±
SD

Ц
Т,

 %
 

Re
d,

 %
M

ea
n±

SD
Ц

Т,
 %

 
Re

d,
 %

В
 п

ри
су

т
ст

ви
и 

1 
м

М
 и

зо
ле

йц
ин

а 
/ 

In
 t

he
 p

re
se

nc
e 

of
 1

 m
M

 i
so

le
uc

in
e

Ти
ф

ен
су

ль
ф

ур
он

-м
ет

ил
 (к

ла
сс

 С
Ф

М
) /

 T
hi

fe
ns

ul
fu

ro
nm

et
hy

l (
su

lfo
ny

lu
re

as
)

D
M

SO
14

5 ±
 11

–
96

 ±
 4

–
45

 ±
 6

–
27

 ±
 6

–
10

7 ±
 5

–
95

 ±
 14

–
10

4 ±
 12

–
92

 ±
 9

–
17

 ±
 3

–
16

 ±
 2

–
0.0

5
13

4 ±
 14

8
91

 ±
 7

5
39

 ±
 2

13
23

 ±
 2

15
96

 ±
 9

10
89

 ±
 7

6
10

7 ±
 12

0
95

 ±
 3

0
18

 ±
 3

0
15

 ±
 2

6
0.1

6
12

8 ±
 3

11
82

 ±
 8

15
43

 ±
 6

4
32

 ±
 8

0
99

 ±
 2

7
85

 ±
 12

10
98

 ±
 14

6
10

8 ±
 6

0
18

 ±
 1

0
18

 ±
 6

0
0.5

14
0 ±

 13
3

83
 ±

 10
14

35
 ±

 3
22

21
 ±

 1
22

94
 ±

 6
12

82
 ±

 10
13

99
 ±

 12
5

86
 ±

 3
7

20
 ±

 3
0

15
 ±

 1
6

1.6
13

2 ±
 24

9
90

 ±
 4

6
37

 ±
 3

18
22

 ±
 3

19
93

 ±
 10

13
95

 ±
 7

0
10

1 ±
 4

3
81

 ±
 4

11
14

 ±
 3

18
16

 ±
 6

0
5.0

13
5 ±

 5
7

76
 ±

 7
18

40
 ±

 4
11

21
 ±

 4
22

80
 ±

 6
25

85
 ±

 8
10

89
 ±

 13
14

91
 ±

 13
1

12
 ±

 4
29

12
 ±

 4
25

П
К

 / 
PC

84
2 ±

 63
0

82
0 ±

 49
0

47
3 ±

 6
0

61
4 ±

 24
0

94
7 ±

 6
0

12
56

 ±
 5

0
14

01
 ±

 17
0

21
71

 ±
 14

8
0

24
3 ±

 12
0

78
4 ±

 15
4

0
Ф

ло
ра

су
ла

м
 (к

ла
сс

 Т
АП

) /
 F

lo
ra

su
la

m
 (t

ria
zo

le
-p

yr
im

id
in

es
)

D
M

SO
10

8 ±
 8

–
10

6 ±
 7

–
46

 ±
 6

–
35

 ±
 8

–
11

2 ±
 11

–
10

7 ±
 8

–
13

3 ±
 11

–
99

 ±
 12

–
19

 ±
 4

–
18

 ±
 2

–
0.0

5
96

 ±
 9

11
11

6 ±
 12

0
45

 ±
 8

2
42

 ±
 6

0
11

2 ±
 4

0
10

1 ±
 16

6
12

6 ±
 12

5
97

 ±
 12

2
23

 ±
 4

0
21

 ±
 2

0
0.1

6
89

 ±
 8

18
10

9 ±
 13

0
41

 ±
 3

11
36

 ±
 5

0
11

5 ±
 12

0
98

 ±
 12

8
11

8 ±
 14

11
94

 ±
 15

5
21

 ±
 5

0
16

 ±
 3

11
0.5

98
 ±

 13
9

11
1 ±

 5
0

45
 ±

 7
2

30
 ±

 2
14

11
1 ±

 11
1

11
7 ±

 10
0

97
 ±

 16
27

89
 ±

 6
10

18
 ±

 3
5

13
 ±

 2
28

1.6
85

 ±
 5

21
12

6 ±
 18

0
39

 ±
 5

15
29

 ±
 3

17
11

0 ±
 8

2
91

 ±
 12

15
11

3 ±
 5

15
82

 ±
 8

17
11

 ±
 3

42
7 ±

 3
61

5.0
1 ±

 1
99

86
 ±

 13
19

32
 ±

 3
30

26
 ±

 8
25

70
 ±

 4
38

73
 ±

 10
31

88
 ±

 16
34

53
 ±

 4
46

6 ±
 2

68
4 ±

 2
78

П
К

 / 
PC

87
6 ±

 87
0

94
5 ±

 55
0

77
7 ±

 60
0

71
0 ±

 78
0

56
8 ±

 17
6

0
13

82
 ±

 68
0

10
31

 ±
 62

0
10

96
 ±

 10
1

–
42

6 ±
 28

0
97

4 ±
 30

0
В

 п
ри

су
т

ст
ви

и 
2 

м
М

 и
зо

ле
йц

ин
а 

/ 
In

 t
he

 p
re

se
nc

e 
of

 2
 m

M
 i

so
le

uc
in

e

Ти
ф

ен
су

ль
ф

ур
он

-м
ет

ил
 (к

ла
сс

 С
Ф

М
) /

 T
hi

fe
ns

ul
fu

ro
nm

et
hy

l (
su

lfo
ny

lu
re

as
)

D
M

SO
11

9 ±
 15

–
13

4 ±
 5

–
33

 ±
 7

–
24

 ±
 6

–
10

7 ±
 8

–
96

 ±
 8

–
14

9 ±
 2

–
13

0 ±
 10

–
16

 ±
 3

–
26

 ±
 5

–
0.

05
12

4 ±
 7

0
11

5 ±
 9

14
32

 ±
 3

3
23

 ±
 4

4
11

4 ±
 10

0
10

3 ±
 14

0
16

0 ±
 10

0
13

4 ±
 3

0
17

 ±
 1

0
24

 ±
 4

8
0.

16
13

0 ±
 8

0
12

5 ±
 10

п7
36

 ±
 5

0
30

 ±
 3

0
10

5 ±
 5

2
10

0 ±
 11

0
15

4 ±
 11

0
13

5 ±
 7

0
19

 ±
 2

0
17

 ±
 4

35
0.

5
12

0 ±
 10

0
12

0 ±
 9

10
35

 ±
 1

0
24

 ±
 5

0
11

0 ±
 7

0
99

 ±
 8

0
13

9 ±
 12

7
14

1 ±
 14

0
20

 ±
 4

0
16

 ±
 4

38
1.

6
11

8 ±
 6

1
12

8 ±
 12

5
37

 ±
 3

0
22

 ±
 2

8
10

4 ±
 13

3
10

5 ±
 10

0
11

8 ±
 15

20
14

2 ±
 16

0
17

 ±
 1

0
24

 ±
 6

8
5.

0
11

7 ±
 10

2
11

0 ±
 3

18
27

 ±
 5

18
20

 ±
 2

16
98

 ±
 10

8
93

 ±
 7

3
12

8 ±
 20

14
12

5 ±
 19

4
16

 ±
 1

0
24

 ±
 5

8
П

К
 / 

PC
98

8 ±
 20

3
0

11
68

 ±
 93

0
45

3 ±
 62

0
12

85
 ±

 12
5

0
14

20
 ±

 31
0

10
04

 ±
 45

0
18

88
 ±

 19
0

16
08

 ±
 70

0
36

9 ±
 24

0
13

90
 ±

 19
0

Ф
ло

ра
су

ла
м

 (к
ла

сс
 Т

АП
) /

 F
lo

ra
su

la
m

 (t
ria

zo
le

-p
yr

im
id

in
es

)
D

M
SO

11
9 ±

 15
–

13
4 ±

 5
–

33
 ±

 7
–

24
 ±

 6
–

10
7 ±

 8
–

96
 ±

 8
–

14
9 ±

 2
–

13
0 ±

 10
–

16
 ±

 3
–

26
 ±

 5
–

0.
05

11
6 ±

 8
3

11
8 ±

 19
12

35
 ±

 5
0

23
 ±

 6
4

11
1 ±

 7
0

91
 ±

 7
5

15
6 ±

 15
0

13
3 ±

 9
0

19
 ±

 2
0

19
 ±

 6
27

0.
16

12
9 ±

 10
0

11
4 ±

 6
15

38
 ±

 3
0

23
 ±

 2
4

10
5 ±

 13
2

10
7 ±

 12
0

14
8 ±

 12
1

14
1 ±

 5
0

15
 ±

 3
6

24
 ±

 3
8

0.
5

11
8 ±

 9
1

10
6 ±

 8
20

31
 ±

 4
6

16
 ±

 4
33

11
4 ±

 10
0

99
 ±

 5
0

13
7 ±

 8
8

12
2 ±

 3
5

18
 ±

 4
0

19
 ±

 5
27

1.
6

12
2 ±

 11
0

11
0 ±

 12
18

27
 ±

 4
18

14
 ±

 6
42

10
0 ±

 10
7

85
 ±

 14
11

10
4 ±

 10
30

10
7 ±

 7
18

17
 ±

 6
0

14
 ±

 1
46

5.
0

80
 ±

 14
33

30
 ±

 4
78

23
 ±

 4
30

6 ±
 3

75
64

 ±
 5

40
8 ±

 4
92

63
 ±

 13
58

31
 ±

 5
76

4 ±
 2

75
5 ±

 3
80

П
К

 / 
PC

98
8 ±

 20
3

0
11

68
 ±

 93
0

45
3 ±

 62
0

12
85

 ±
 12

5
0

14
20

 ±
 31

0
10

04
 ±

 45
0

18
88

 ±
 19

0
16

08
 ±

 70
0

36
9 ±

 24
0

13
90

 ±
 19

0



1390 ГИГИЕНА И САНИТАРИЯ • Том 101 • № 11 • 2022

МЕТОДЫ ГИГИЕНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

использовании стандартного чашечного те-
ста, а положительные контроли проявили 
выраженную мутагенную активность на всех 
штаммах в условиях метаболической актива-
ции и без неё (р ≤ 0,05).

Необходимо отметить, что оптимальные 
концентрации изолейцина в среде были 
различны в зависимости от индикаторной 
культуры. Например, в случае тестирования 
тифенсульфурон-метила наименьший ци-
тотоксический эффект достигался при обо-
гащении верхнего агара 5 мМ изолейцином 
в случае штаммов ТА98 и ТА102, 2–5 мМ в 
случае ТА100 и ТА1535. Для культуры ТА97 
оптимальная концентрация для снятия ин-
гибирующего эффекта тифенсульфурон-
метила на рост микроорганизмов составила 
1–2 мМ изолейцина в условиях метаболиче-
ской активации S9 и 5 мМ в отсутствие S9. 
Аналогичные результаты были получены 
при тестировании производного триазол-
пиримидинов. Добавление 1 мМ амино-
кислоты позволило провести оценку мута-
генности флорасулама при использовании 
максимальной концентрации соединения, 
предписанной нормативными документа-
ми, – 5 мг/чашка для культур ТА102 и ТА98 
(± S9). Для индикаторных штаммов ТА100 
и ТА97 минимальные цитотоксические эф-
фекты наблюдали при использовании 5 или 
1 мМ изолейцина при отсутствии и в присут-
ствии S9 соответственно.

Таким образом, модификация класси-
ческого протокола теста Эймса путём обо-
гащения полужидкой среды данной амино-
кислотой является приемлемым способом 
предотвращения цитотоксичности и по-
зволяет провести исследование в диапазоне 
максимальных доз, рекомендованных нор-
мативными документами.

Обсуждение
Наличие цитотоксичности для индика-

торных культур создаёт серьёзные трудности 
при оценке эквивалентности технического 
продукта пестицида по критерию «мутаген-
ность». У специалистов нет единого мнения 
относительно выбора метода, однако зача-
стую предпочтение отдаётся именно тесту на 
индукцию обратных генных мутаций вслед-
ствие небольших временных и материальных 
затрат, а также возможности использования 
стандартного оборудования микробиологи-
ческой лаборатории. Аналогичная ситуация 
имеет место при тестировании лекарствен-
ных средств. Ранее было показано, что при 
тестировании фармакологических субстан-
ций в максимальной дозе (5 мг/чашка), опре-
делённой руководящим документом ОЭСР 
№ 471, концентрация, при которой может 
быть выявлено большинство мутагенных 
примесей, составляет 250 мкг/чашка [14].

Цитотоксичность сульфонилмочевин и 
триазолпиримидинов в отношении инди-
каторных штаммов S. typhimurium не позво-
ляет оценить с использованием одного из 
самых востребованных методов in vitro их 
потенциальную мутагенность, обусловлен-
ную наличием примесей, присутствующих, 
как правило, в небольших количествах. Это 
является серьёзным препятствием в случае 

https://doi.org/10.47470/0016-9900-2022-101-11-1386-1392
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тестирования ТП ДВ пестицидов для оценки их эквивалент-
ности оригинальным продуктам, так как вероятность обна-
ружения мутагенных примесей становится крайне низкой.

В основе цитотоксичности пестицидов, относящихся 
к классам сульфонилмочевин и триазолпиримидинов, для 
микробных клеток лежит ингибирование AHAS, которая ка-
тализирует первую реакцию биосинтеза разветвлённых ами-
нокислот: конденсацию двух молекул пирувата (конечные 
продукты – лейцин и валин) или пирувата с α-кетобутиратом 
(конечный продукт – изолейцин) [15]. У бактерий найдено 
три изофермента синтазы, близких по структуре, но отлич-
ных по субстратной специфичности, механизмам регуляции 
экспрессии и ингибированию конечным продуктом, которое 
играет главную роль в физиологическом контроле этого пути 
метаболизма. Наиболее изученными являются изоферменты 
энтеробактерий, среди которых встречаются виды, характери-
зующиеся наличием как трёх, так и двух изоформ AHAS [16].

У S. typhimurium LT2 показано наличие двух активностей 
AHAS – I и II типов. Отсутствие AHAS III обусловлено на-
личием мутации, которая приводит к преждевременной 
остановке синтеза каталитической субъединицы. Типичная 
структура изоферментов AHAS энтеробактерий представ-
лена большой (около 60 кДа) и малой субъединицами (10–
18 кДа) в составе тетрамера α2β2. При этом большие субъ-
единицы выполняют каталитическую функцию, а малые 
субъединицы регулируют активность целого фермента путём 
индукции его каталитически компетентной конформации и 
стабилизации переходного состояния [15].

Ещё одним ключевым белком регуляции биосинтеза 
разветвлённых аминокислот является треониндеаминаза, 
которая катализирует пиридоксальфосфат-зависимую де-
гидратацию и дезаминирование треонина до 2-кетобутира-
та. Помимо треонина, являющегося субстратом этого фер-
мента, треониндеаминаза может специфически связывать 
изолейцин и валин, которые являются соответственно её 
ингибитором или активатором. При ингибировании или от-
сутствии активности AHAS II, которая использует 2-кетобу-
тират, происходит его накопление, что приводит к подавле-
нию роста клеток бактерий. Описаны мутантные штаммы 
S. typhymurhim, дефектные по генам ackА и pta и характери-
зующиеся гиперчувствительностью к 2-кетобутирату, если у 
них блокирована функция AHAS [17].

Мы наблюдали, что внесение изолейцина, который яв-
ляется аллостерическим ингибитором треониндеаминазы, 
снимает подавление роста исходных индикаторных культур 
тифенсульфурон-метилом и флорасуламом, вероятнее всего, 
за счёт предотвращения накопления 2-кетобутирата, кото-
рый чрезвычайно токсичен для клеток бактерий. При этом 
потребность клеток в изолейцине восполняется за счёт экзо-
генной аминокислоты.

Заключение
Использование теста Эймса, модифицированного пу-

тём обогащения среды изолейцином, является более объ-
ективным способом оценки мутагенности ТП действую-
щих веществ пестицидов из классов сульфонилмочевин и 
триазолпиримидинов. Предложенный протокол расширяет 
возможности выявления опасных мутагенных примесей, ко-
торые присутствуют в ТП в небольших количествах, но при 
попадании в окружающую среду могут приводить к превы-
шению спонтанного уровня мутирования у живых организ-
мов. Если максимальные нецитотоксичные концентрации 
в случае применения исходной среды для тифенсульфурон-
метила и флорасулама не превышали 0,05–0,125 мг/чаш-
ка, то обогащение среды изолейцином позволяло провести 
оценку мутагенной активности соединения вплоть до макси-
мальной дозы 5 мг/чашка, рекомендованной нормативными 
документами.

Исходя из механизма цитотоксического действия суль-
фонилмочевин и триазолпиримидинов на клетки микроор-
ганизмов можно предположить, что культивирование бакте-
рий в присутствии изолейцина позволяет снять токсический 
эффект 2-кетобутирата за счёт ингибирования активности 
треониндеаминазы.

На основании полученных результатов для проведения 
рутинных экспериментов по оценке мутагенности в те-
сте Эймса соединений из классов триазолпиримидинов и 
сульфонилмочевин достаточно использовать минимальную 
концентрацию изолейцина в среде 1 мМ. В последующих 
исследованиях нами будет изучено влияние обогащённой 
изолейцином среды на цитотоксичность других произво-
дных триазолпиримидинов и сульфонилмочевин для инди-
каторных культур S. typhimurium.
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