Ispitivanje mutagenog potencijala
kloroforma, narancina ulja,
eukaliptusova ulja 1 halotana
Salmonella/mikrosomskim testom

Sazetak

Svrha rada bila je ispitati mutagenu aktivnost Cetiriju komercijalno
dostupnih otapala gutaperke Salmonella/mikrosomskim testom. Ispitana
su bila otopala: kloroform, narancino ulje, eukaliptusovo ulje i halotan
u kolicinama od 10 ul, 30 ul, 50 ul, 100 ul i 200 ul. Upotrijebljen je
standardni Ames test inkorporacije na ploci pri cemu su rabljene bak-
terije Salmonella typhimurium soja TA 98 i TA 100 s metabolickom ak-
tivacijom enzimom S9. Rezultati istrazivanja pokazuju citotoksicnu ak-
tivnost eukaliptusova ulja u svim koncentracijama, narancina ulja u
koncentracijama od 50 ul i vecima. Kloroform je pokazao citotoksicnost
u koncentracijama od 100 ul i 200 ul. Niti jedno otapalo gutaperke ni-
Jje pokazala mutagenu aktivnost Ames testom u ispitivanim koncentra-
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Uvod

Gutaperka se iz korijenskoga kanala moze uklo-
niti instrumentima za strojnu obradbu kanala, ru¢nim
instrumentima s dodatkom otapala ili bez njega (1,
2) i laserom (3, 4). Otapalo podmazuje stijenke ka-
nala te tako smanjuje mogucnost loma instrumenta,
perforacije korijena i izravnavanja zakrivljenih ka-
nala (2).

Najcesce upotrebljavano i najpoznatije otapalo,
kloroform klasificiran je kao moguci humani kar-
cinogen (5, 6). Zato su provedena brojna istrazivanja
ucinkovitosti mnogih drugih kemkalija kao zamjena
kloroformu u postupku revizije ispunjenih korijen-
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skih kanala (7). Medu njima se isti¢u halotan i euka-
liptusovo ulje (2,8). Naranc¢ino ulje zagrijano na
37°C takoder je predlozeno kao djelotvorno otapalo
gutaperke (2).

U literaturi se navode moguca mutagena i kan-
cerogena svojstva materijala ili kemikalije koja do-
laze u dodir s ljudskim tijelom, pa tako i materijala
za punjenje korijenskih kanala (9). Stomatoloski ma-
terijali, lijekovi i otopine ne utjeCu samo na paci-
jenta, nego svakodnevni i ponavljani doticaj sto-
matoloSkog osoblja s istim tvarima mogu prouzrociti
profesionalne bolesti(10). Jedan od testova preporu-
¢enih kao pretrazivajuci test mutagenosti za kemika-
lije 1 uzorke iz okolisa jest kratkotrajni Ames test.
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On se izvodi na bakterijama roda Sallmonela zbog
njegove Siroke baze podataka i dobre korelacije s
kancerogenezom. Uzgojeni soj roda Sallmonela ima
mutirani histidinski gen pa ne moZe sam sintetizirati
histidin nego ga je potrebno dodati hraniliStu. Ako
je kemikalija kojom se djeluje na ispitivane bakterije
mutagena, izaziva zamjenu para baza GCi AT i po-
mak okvira citanja te histidinski gen postaje funk-
cionalan. Porast broja kolonija bakterija na hranili$tu
siromasnim histidinom spram broja spontanih rever-
tanata, mutacija koje se dogadaju bez utjecaja vanj-
skih ¢imbenika, govori o0 mutagenim svojstvima is-
pitivane tvari (11). lako su mehanizmi ukljuceni u
mutaciju slozZeni i ¢esto se razlikuju izmedu orga-
nizama, rezultati dobiveni Ames testom na bakteri-
jama imaju svoju vrijednost zbog sli¢ne grade DNA
u svim organizmima (12, 13).

Svrha rada bila je ispitati mutagenu aktivnost ce-
tiriju razlicitih otapala za gutaperku pomocu Sallmo-
nela/mikrosomskim (Ames) testom.

Materijal i postupci

Ispitivane otopine bile su: Chloroform (Kemika,
d.o.o., Zagreb, Hrvatska), Naran¢ino ulje (Aromara,
d.o.o0., Zagreb, Hrvatska), Eucalypti aetherolum (Ke-
mig, d.o.o., Zagreb, Hrvatska) i Fluothane (halotan)
(Zeneca Ltd, MacClesfield, Chesire, UK). Test mu-
tagenosti proveden je kao standardni test inkorpo-
racije na plo¢i koji su opisali Maron i Ames (14).
Dva testirana soja Sallmonela typhimurium TA 98
i TA 100, sa Sveucilista u Kaliforniji, Berkley, SAD,
rabljena su za otkrivanje pomaka okvira ¢itanja od-
nosno mutacije para baza. Ispitivane tvari u koli¢ini
od 10 pl, 30 pl, 50 pl, 100 pl i 200 pl postavljene
su na plo¢u s Wogel- Bonnerovim bazi¢nim agarom
i 2 ml mekog agara kojem je prethodno dodana 0,5
mM otopina L-histidina s 0,5 mM otopinom biotina.
Nakon toga dodana je prekonocna kultura Salmone-
lla typhimurium TA 98 ili TA 100 (0,1 ml) s meta-
bolickim aktivatorom (0,5 ml S9 mjesSavine).

MjeSavina S9 sadrZavala je 50 ul jetrenog S9 pri-
premljenog od jetre Wistar Stakora koji su prije toga
tretirani peritonealnom injekcijom Aroclara 1254
(500 mg/kg) otopljenog u kukuruznom ulju. Nepo-
sredno prije testiranja mutagenosti S9 frakcija je
prociscena filtriranjem kroz Millipore membranskim

filterom (0,45 pm i 0,22 pm filterskih jedinica) kako
bi se uklonili mikroorganizmi.

Svaki se je uzorak ispitivao tri puta, a broj bak-
terija revertanta odreden je nakon 48 sati inkubacije
na 37°C. Za pozitivnu kontrolu posluZio je 2-amino-
fluoren (2-AF) u koncentraciji od 25 pg/ploci u svrhu
kontrole osjetljivosti bakterijskoga soja i aktivnosti
Stakorskoga jetrenog S9. Mutagenost je izraZzena kao
broj revertanata po ploci za svaku ispitivanu koli¢inu
otapala gutaperke.

Rezultati

Rezultati istraZivanja prikazani u Tablici 1 sred-
nje su vrijednosti triplikata za svaki ispitivani soj i
koli¢inu otapala (SD<10%). Negativan odgovor u
Ames testu na oba soja (TA98 i TA100) u odnosu
prema pozitivnoj kontroli 2-aminofluoren (dijagno-
sticki mutagen) pokazala su sva testirana otapala.
Eukaliptusovo ulje u svim ispitivanim koli¢inama
(10 pl/plo¢i, 30 ul/plo¢i, 50 pl/ploci, 100 pl/ploci i
200 pl/ploé¢i) djelovalo je toksi¢no. Broj revertanata
po ploci bio je isti kao i u plo¢ama s negativnhom
kontrolom (broj spontanih revertanata) za naran¢ino
ulje u koli¢ini od 10 pl/ploci i 30 pl/plo¢i i kloroform
u koli¢ini od 10 pl/plo¢i, 30 ul/ploci i 50 pl/ploéi.
Vece koncentracije narancina ulja i eukaliptusova
ulja uzrokovale su toksi¢ni u¢inak. Halotan nije izaz-
vao mutagene promjene i nije pokazao toksicni uci-
nak bez obzira na koncentraciju.

Rasprava

Potreba za ispitivanjem biokompatibilnosti ota-
pala gutaperke proistjecu iz velikoga broja revizija
u svakodnevnom endodontskom radu. U ovom je is-
trazivanju u tu svrhu rabljen Ames test kao pretra-
Zivajudi test mutagenosti za Cetiri otapala gutaperke
zbog svoje pouzdanosti i pristupacne cijene (13).

Premda je kloroform klasificiran kao moguci
kancerogen (15), jos uvijek postoji neslaganje znan-
stvenika o njegovoj karcinogenosti. Premda je utvr-
deno da potice nastanak tumora u pokusnih Zivotinja,
jo$ nije pouzdano dokazano kancerogeno djelovanje
kloroforma na ljudski organizam (16). Istrazivanjem
mutagenosti kloroforma kao dezificijensa vode za
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Tablica 1. Srednja vrijednost revertanata po ploci izraZena
brojem naraslih kolonija za otapala i kontrolni
mutagen

Table 1.  Comparison of mutagenicity in the plate
incorporation test of the tested solutions and
control mutagens

Otopina / Ml/ploca /
Solutions U/plate TA98 TA100
10 45 156
N . y 30 35 142
aranc¢ino ulje
/ Orange oil 30 tox tox
100 tox tox
200 tox tox
10 44 156
Klorof: ; 30 46 148
oroform
Chloroform 0 42 152
100 tox tox
200 tox tox
10 tox tox
Eukaliptusovo 30 tox tox
ulje / 50 tox tox
Eucalyptus oil 100 tox tox
200 tox tox
10 45 152
Hal ; 30 42 154
alotan
Fluothane 50 46 144
100 44 135
200 40 146
Negativna
kontrola* /
Negative 45 152
control*
2-aminofluoren 25ue/ploca /
/ 2-aminoflu- | “2H&'P 2500 2500
25ug plate
orene

pice Ames testom na sojevima TA 100 i 98 nisu opa-
Zena mutagena svojstva (17) ni povezanost izmedu
kolorektalnoga karcinoma i kloroformom oneci§éene
vode za pice (18).

Ras¢lambom zraka iz zone disanja stomatoloskog
tima Allard i Andersson (10) su pronasli da je kon-
centracija kloroforma za vrijeme punjenja korijen-
skih kanala pet postotnom rozinom u kloroformu u
sigurnim granicama ako se je pri tome postupalo paz-
ljivo i ako su se rabile prikladne tubice. Ipak, s ob-
zirom na to da postoje sumnje o kancerogenim svoj-
stvima kloroforma i mogucnost njegove metaboli-
zacije u visoko hepatotoksi¢an fozgen posredstvom
citokroma P-450 reduktaze, treba ga izbjegavati (19).

Narancino ulje jedno je od predloZenih zamjen-
skih sredstava za kloroform. U istraZzivanju Hansena
(20) nije uocena znatna razlika u otapanju gutaperke
izmedu narancina ulja i drugih otapala. Nedavno je
objavljen nalaz supresije stvaranja pulmonarnog ade-
noma nakon dijete u ¢ijem je sastavu bilo naran¢ino
ulje bez terpentina (21). Negativni Ames test potvr-
duje njegova nemutagena svojstva, premda je poka-
zao odredeni toksi¢ni ucinak.

Americka Udruga za javno zdravstvo (PHS) eu-
kaliptusovo ulje ne smatra kancerogenim (6). K to-
me, mnoga su istraZivanja potvrdila njegovu spo-
sobnost otapanja gutaperke (7, 8). Premda eukalip-
tusovo ulje u ovom istraZivanju nije pokazalo muta-
genost, opazZen je toksi¢ni uc¢inak na bakteriju roda
Salmonella typhimurium.

Halotan je u ovom istrazivanju pokazao neutralni
ucinak, ni mutageni ni toksicni, na bakterijama roda
Salmonella typhimurium upotrijebljenim u ovom
istraZzivanju. Rezultati ovog istraZivanja, zajedno s
rezultatima istrazivanja Wourmsa 1 sur. (2) koji je
pronasao da halotan otapa uzorke gutaperke dva puta
brze od eukaliptusova ulja, pokazuju da bi to otapalo
moglo biti najprikladnije, s minimalnim nuspoja-
vama i relativnom ucinkovitoscu. No tijekom rada
treba izbjegavati preveliko izlaganje stomatoloskog
tima i pacijenata parama halotana zbog moguce res-
piratorne depresije.

U ovom su istrazivanju upotrijebljene dvije od
pet bakterijaskih vrsta preporu¢enih od Marona i
Amesa (14), $to odgovara istrazivanju Orstavika i
sur (9). Ames test je pokazao da ispitivane otopine
nemaju mutageni ucinak, $to treba potvrditi dodat-
nim ispitivanjima.
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