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MODYFIKACJE TESTU SALMONELLA DO OCENY 
MUTAGENNOŚCI PYŁOWYCH ZANIECZYSZCZEŃ 

POWIETRZA ATMOSFERYCZNEGO

Celem pracy było wytypowanie procedury testu Salmonella, która pozwoliłaby wykrywać 
z dużą czułością obecność mutagennych zanieczyszczeń zaabsorbowanych na pyłach zawieszo­
nych w powietrzu atmosferycznym aglomeracji miejskiej. Zwiększenie czułości testu jest niezwy­
kle ważne, ponieważ w celu wykrycia aktywności mutagennej organicznych zanieczyszczeń po­
wietrza należy pobrać znaczne jego objętości, co stanowi utrudnienie w wprowadzeniu testu do 
rutynowego monitoringu zanieczyszczeń powietrza.

Praca obejmowała pobór próbek pyłu zawieszonego na terenie Wrocławia, jego ekstrakcję, 
analizę chromatograficzną i biologiczną. Badania prowadzono według klasycznego testu Salmo­
nella, testu klasycznego bez udziału NADP jako składnika S9-mix, testu z 10-krotnie zwiększoną 
ilością bakterii, testu preinkubacyjnego prowadzonego w temperaturze 30 i 37 °C, testu w mody­
fikacji Kado oraz testu Mini, będącego kompilacją testu klasycznego i testu w modyfikacji Kado. 
Przeprowadzono porównanie przydatności frakcji mikrosomalnej aktywowanej standardowym in- 
duktorem, jakim jest bardzo niebezpieczny Aroclor 1254, z frakcją indukowaną fenobarbitalem 
oraz z frakcjąmikrosomalnąniepoddaną uprzedniej indukcji.

Rezultaty uzyskanych badań wykazały przydatność testu Salmonella w monitoringu zanie­
czyszczeń powietrza atmosferycznego aglomeracji miejskiej. Badane ekstrakty zanieczyszczeń 
powietrza różniły się między sobą sumaryczną zawartością oraz procentowym udziałem poszcze­
gólnych związków w zależności od miejsca i od sezonu poboru próbki. Zarówno sumaryczna za­
wartość WWA i nitroWWA w badanych próbkach, jak i ich spektrum było największe w okresie 
zimowym. Największą mutagennością odznaczały się próbki pobrane w zimie. Uzyskano duże 
współczynniki mutagenności w testach przeprowadzanych zarówno z aktywacją metaboliczną, jak 
i bez niej, świadczące o obecności promutagenów i mutagenów bezpośrednich. Mutageny zawarte 
w ekstraktach pyłów zawieszonych wywoływały silniejszą odpowiedź ze strony szczepów TA98 
i YG1041, w porównaniu do szczepów TA100 i YG1042, co oznacza, że były to głównie związki 
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wywołujące mutacje typu zmiany fazy odczytu. Największą przydatnością w wykrywaniu muta­
genności ekstraktów pyłów zawieszonych odznaczał się szczep YG1041, szczególnie wrażliwy na 
nitrowe związki aromatyczne. Rezultaty badań wskazały na przydatność testu klasycznego prze­
prowadzanego z frakcją mikrosomalną indukowaną fenobarbitalem, bez wprowadzania do testu 
NADP w wykrywaniu promutagenów szczepem TA98. W przypadku szczepu YG1041 dobre wy­
niki uzyskano w teście klasycznym z 10-krotnie większą ilością bakterii bez udziału NADP. Dla 
obu tych szczepów wykazano także dużą przydatność testu Salmonella w modyfikacji Kado oraz 
testu preinkubacyjnego. Badania porównawcze frakcji mikrosomalnych stosowanych w testach 
wskazały, iż możliwe jest zastąpienie frakcji mikrosomalnej aktywowanej Aroclorem 1254 frakcją 
indukowaną fenobarbitalem oraz frakcją niepoddaną indukcji w badaniach nad mutagennymi za­
nieczyszczeniami powietrza aglomeracji miejskiej. Aroclor jest preparatem bardzo drogim, bardzo 
stabilnym chemicznie, który w śladowych ilościach powoduje mutacje wywołujące zmiany no­
wotworowe. Fenobarbital jest preparatem bezpieczniejszym i wielokrotnie tańszym. Wyniki ba­
dań wykazały konieczność każdorazowego doboru optymalnego stężenia frakcji mikrosomalnej 
wobec próbki środowiskowej, a nie wobec mutagenu standardowego. Należy także, prowadząc 
test z preinkubacją, każdorazowo, przed przystąpieniem do badań dobierać właściwy czas jej 
trwania. Wykazano bowiem, iż optymalny czas preinkubacji jest różny w zależności od rodzaju 
szczepu, temperatury preinkubacji i rodzaju frakcji mikrosomalnej.



Wykaz stosowanych skrótów, oznaczeń i określeń

PM 
TSP
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ROS
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1-NP 
2-AF 
NQNO 
2-AA 
2,4,7 
2,4-DNT 
2,6-DNT 
stężenie progowe

efekt toksyczny

- pył zawieszony (ang. particulate matter)
- całkowity pył zawieszony, czyli całkowita zawartość pyłu w powietrzu (ang. total 

suspended particulates)
- pył drobny PM10, oznacza frakcję pyłu zawieszonego, którego cząstki mają śred­

nice mniejsze od 10 pm (ang. particulate matter)
- pył bardzo drobny, czyli frakcja pyłu zawieszonego, o rozdrobnieniu koloidalnym, 

w której cząstki mają średnice mniejsze od 2,5 pm
- pył ultradrobny, frakcja pyłu, którego cząstki mają średnicę mniejszą od 100 nm 

(ang. ultrafine particles).
- cząstki pyłów powstające pod wpływem spalin z silników diesla (ang. diesel 

exhaust particles)
- lotne substancje organiczne (ang. volatile organie compounds)
- szkodliwe zanieczyszczenia powietrza (ang. Hazardous Air Pollutants)
- aktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)
- liczba rewertantów
- współczynnik mutagenności
- mutagenność
- badanie prowadzone bez udziału frakcji mikrosomalnej
- frakcja S9 aktywowana Aroclorem 1254
- frakcja S9 aktywowana fenobarbitalem
- frakcja S9 nieaktywowana
- badanie prowadzone z udziałem frakcji mikrosomalnej aktywowanej Aroclorem 1254
- badanie prowadzone z udziałem frakcji mikrosomalnej aktywowanej fenobarbitalem
- badanie prowadzone z udziałem frakcji mikrosomalnej nieaktywowanej
- wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne
- 1-nitropiren
- 2-aminofluoren
- 4-nitrocholino-N-tlenek
- 2- aminoantracen
- TNFon-2,4,7-trinitro-9-fluorenon
- 2,4-dinitrotoluen
- 2,6-dinitrotoluen
-najmniejsze stężenie badanych ekstraktów pyłów, które wywołuje powstawanie 

co najmniej dwukrotnie większej liczby rewertantów w stosunku do liczby re­
wertantów powstających spontanicznie

- efekt, w którym obserwuje się zmniejszenie współczynnika MR na krzywej daw- 
ka-odpowiedź w stosunku do współczynnika MR otrzymanego dla badanego 
mniejszego stężenia ekstraktu pyłów



1. Wstęp

Obserwuje się stałe zwiększenie zachorowalności na choroby nowotworowe. Zja­
wisko to łączy się z pogarszaniem warunków środowiskowych, które wywierają nie­
korzystny wpływ na rośliny, zwierzęta i ludzi. Dane epidemiologiczne wskazują, że 
70-90% wszystkich przypadków chorób nowotworowych jest uwarunkowana środo­
wiskowo [187]. Wobec tego podejmowane są w skali międzynarodowej badania epi­
demiologiczne i doświadczalne w celu wykrycia czynników ryzyka chorób nowotwo­
rowych. Pełny wykaz czynników chemicznych, które mogą działać lub działają 
rakotwórczo publikuje i weryfikuje Międzynarodowa Agencja Badań nad Rakiem 
(IARC) w Lyonie.

Jakość powietrza jest podstawowym elementem dobrej jakości życia. Od lat do­
strzegany jest problem zdrowotnych i ekologicznych skutków zanieczyszczenia at­
mosfery. Szczególnie silnie występują te problemy na obszarach dużych aglomeracji 
miejskich, w których obserwuje się kilkuset razy większą koncentrację zanieczyszczeń 
w stosunku do obszarów niezanieczyszczonych [37, 176, 220]. Tak znaczna ich kon­
centracja jest niebezpieczna, ponieważ zanieczyszczenia te po wniknięciu do organi­
zmu mogą działać na kilka sposobów: niezależnie, synergistycznie lub antagonistycz- 
nie [53, 194], Dotyczy to zarówno zanieczyszczeń pochodzenia naturalnego, jak 
i antropogenicznego. Zanieczyszczenia mutagenne w powietrzu dużych miast pocho­
dzą w większości ze źródeł antropogenicznych (zwłaszcza z procesów spalania) oraz 
stanowią produkt reakcji chemicznych zachodzących w atmosferze. Ocenia się, że 
obecnie w atmosferze znajduje się ponad 2000 różnych związków chemicznych, or­
ganicznych i nieorganicznych, stanowiących zanieczyszczenia [37].

Istotne znaczenie w całkowitej puli zanieczyszczeń, które wnikają do organizmu 
człowieka, mają zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego dostające się do organi­
zmu drogą oddechową. Wiele z tych zanieczyszczeń adsorbuje się na różnej wielkości 
cząstkach pyłów zawieszonych. Od średnicy cząstek pyłu zależy ich szkodliwość dla 
organizmu. Frakcja drobnocząstkowych pyłów, o wielkości poniżej 5 pm, wykazuje 
największą aktywność biologiczną, ponieważ ma zdolność przenikania do pęcherzy­
ków płucnych układu oddechowego ludzi i zwierząt. Z zalegających w pęcherzykach 
płucnych pyłów są uwalniane stopniowo między innymi rozpuszczalne - mutagenne, 
zanieczyszczenia działające na komórki nabłonkowe pęcherzyków płucnych. Następ­
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nie przez pęcherzyki płucne przedostają się one do układu krwionośnego i tą droga 
rozprzestrzeniają się po całym organizmie [31, 78]. Wśród nich ważną grupę, stosun­
kowo dobrze poznaną, stanowią wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne 
(WWA) - związki o działaniu mutagennym i kancerogennym. Są one przede wszyst­
kim produkowane przez rafinerie ropy naftowej, gazownie, koksownie, fabryki che­
miczne, pojazdy samochodowe, ciepłownie oraz występujące jeszcze bardzo licznie 
węglowe piece domowe. Jak wykazały badania, węglowodory aromatyczne nie są je­
dynymi związkami pierścieniowymi o działaniu mutagennym, adsorbującymi się na 
cząstkach pyłów. Dużą aktywnością mutagenną charakteryzują się także nitrowe, 
chlorowe i tlenowe pochodne WWA oraz inne niezidentyfikowane jeszcze związki 
chemiczne [7, 42, 69, 71, 76, 148, 173, 190, 191, 198, 202], Substancje te mogą po­
wstać również w wyniku reakcji chemicznych między zanieczyszczeniami pierwot­
nymi oraz w wyniku reakcji fotochemicznych zachodzących w atmosferze [5, 8, 9, 46, 
53,216,221],

Ze względu na to, że powietrze atmosferyczne ma ograniczone możliwości samo­
oczyszczania, a zanieczyszczenia powietrza należą do szczególnie niebezpiecznych 
z powodu wyjątkowej łatwości rozprzestrzeniania się w środowisku, niezbędne jest 
podejmowanie działań chroniących je przed nadmiernym zanieczyszczeniem na pod­
stawie kontroli stanu jego czystości [6], Standardowe badania powietrza nie obejmują, 
jak dotychczas, określania aktywności mutagennej występujących w nim wszystkich 
zanieczyszczeń. Oceny stopnia zanieczyszczenia powietrza, w aspekcie zagrożenia 
zdrowotnego, dokonuje się jedynie przez określenie stężenia pyłu zawieszonego oraz 
WWA z listy USEPA (United State Envirinmental Protection Agencyj. Następnie po­
równuje się te wartości z dopuszczalnymi wartościami określonymi przepisami prawa. 
Postępowanie takie pozwala jedynie na ocenę aktualnego stanu środowiska, a nic nie 
mówi na temat oddziaływania zanieczyszczeń na organizmy żywe. Ponadto spektrum 
zanieczyszczeń mutagennych obecnych w powietrzu atmosferycznym jest dużo szer­
sze niż lista USEPA [43, 92, 98, 176, 194],

Pełna analiza chemiczna zanieczyszczeń powietrza jest nierealna ze względu na 
złożoność ich składu oraz na wzajemne oddziaływania poszczególnych zanieczysz­
czeń w mieszaninie. Ponadto, wykrycie oraz identyfikacja substancji na podstawie 
analizy chemicznej jest kosztowna i wymaga zastosowania nowoczesnych technik 
analitycznych. Nie wszystkie występujące w powietrzu związki chemiczne zostały 
poznane lub występują w ilościach śladowych, znajdują się więc poza możliwościami 
analitycznymi metod instrumentalnych. Analiza chemiczna nie może więc być pod­
stawą do prognozowania biologicznych skutków, jakie mogą zanieczyszczenia wy­
wołać w stosunku do ludzi i zwierząt. Dotyczy to również ich mutagennego działania. 
Stąd też konieczność zastosowania w kontroli jakości środowiska atmosferycznego 
badań bioindykacyjnych, oprócz metod analitycznych. Na podstawie testów 
bioindykacyjnych można oceniać sumaryczną genotoksyczność wszystkich substancji 
znajdujących się w określonej próbce. Jest to istotne, ponieważ związki te w wielu 
przypadkach działają synergistycznie [141, 177, 194]. Wśród metod biologicznych do 
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oceny mutagennego i rakotwórczego działania związków chemicznych można wyróż­
nić: krótkoterminowe testy, długoterminowe badania prowadzone na zwierzętach eks­
perymentalnych i badania epidemiologiczne [111].

Przeprowadzone już w latach 40. XX wieku badania na myszach wykazały, że pyły 
zawieszone w powietrzu są przyczyną chorób nowotworowych [37, 38]. Jednak do 
połowy lat 70. ubiegłego wieku zajmowano się tylko oceną zanieczyszczenia powie­
trza atmosferycznego opartą na technice chemiczno-analitycznej. Badania miały na 
celu identyfikację zanieczyszczeń obecnych w powietrzu oraz określenie ich stężenia. 
Na podstawie tych badań próbowano szacować ryzyko zdrowotne związane z obecno­
ścią w nim poszczególnych substancji toksycznych i genotoksycznych. W 1975 r. Pitts 
i współpracownicy [164] pierwsi przeprowadzili badania zanieczyszczeń organicz­
nych zaadsorbowanych na cząstkach pyłów zawieszonych zebranych w basenie Los 
Angeles, bakteryjnym, krótkoterminowym testem Salmonella (Amesa). Od tego czasu 
test ten był wielokrotnie stosowany do wykrywania efektu mutagennego organicznych 
ekstraktów z pyłów zawieszonych pobranych w różnych rejonach świata [2, 21, 27, 
37, 48, 73, 93, 101, 111]. W Polsce badania genotoksyczności zanieczyszczeń powie­
trza prowadzono przede wszystkim na obszarze Górnego Śląska oraz na terenie War­
szawy i Wrocławia [32, 90, 92, 105, 107, 112, 115, 141, 158-160, 222],

Bakteryjny test Salmonella okazał się najbardziej przydatnym skriningowym te­
stem, alternatywnym w stosunku do testów prowadzonych na zwierzętach, w kierunku 
wykrywania obecności substancji mutagennych i potencjalnie kancerogennych w po­
wietrzu atmosferycznym. Wyniki badań przeprowadzonych tym testem umożliwiły 
porównanie aktywności mutagennej zanieczyszczeń powietrza w zależności od miej­
sca poboru próbek, źródeł zanieczyszczeń i warunków meteorologicznych. Kiedy 
potwierdzono, że czynniki mutagenne stanowią część zanieczyszczeń znajdujących się 
w powietrzu, badacze stopniowo zaczęli zadawać sobie inne pytania. Jakie czynniki 
mutagenne znajdują się w otaczającym powietrzu? Jakie są źródła tych czynników? 
Czy liczba czynników mutagennych i ich poziom w powietrzu są podobne w różnych 
miastach? Jakie parametry (klimatyczne, inne zanieczyszczenia, reakcje zachodzące 
w atmosferze) mają wpływ na rodzaj i stężenie czynników mutagennych? Jakimi me­
todami najlepiej oceniać ich działanie mutagenne i kancerogenne [37]? O randze testu 
Amesa świadczy propozycja Instytutu Zdrowia Środowiskowego w Sztokholmie, aby 
badanie mutagenności zanieczyszczeń pyłowych prowadzone tym testem włączyć do 
rutynowego monitoringu zanieczyszczeń atmosfery [92, 194]. Badania epidemiolo­
giczne potwierdziły istnienie zależności między zachorowalnością na choroby nowo­
tworowe a jakością powietrza atmosferycznego [22, 38, 43, 98, 194]. Biorąc po uwagę 
fakt, że powietrzem oddychamy w sposób niezamierzony przez całą dobę, pobierając 
w tym czasie około 11 m3 powietrza, badania aktywności genotoksycznej pyłowych 
zanieczyszczeń powietrza mogą stanowić podstawę do szacowania ryzyka zachoro­
walności na choroby nowotworowe oraz do wprowadzenia działań profilaktycznych 
[24,112,220].



2. Założenia i cel pracy

Problem genotoksycznego działania pyłowych zanieczyszczeń powietrza atmosfe­
rycznego jest przedmiotem wielu badań naukowych. Mimo dużej liczby opracowań, 
dotyczących stosowania testu Salmonella w ocenie mutagenności zanieczyszczeń po­
wietrza, badacze ograniczają się w nich zwykle do procedury klasycznej i do wyko­
rzystania jednego lub dwóch szczepów testowych. Uzasadnione wydawało się więc 
przeprowadzenie wielu testów różniących się protokołem wykonania na jednym mate­
riale badawczym z zastosowaniem szerszego zestawu szczepów testowych.

Za główny cel pracy przyjęto wytypowanie procedury testu Salmonella, która 
pozwoliłaby wykrywać z dużą czułością obecność mutagennych zanieczyszczeń 
zaadsorbowanych na pyłach zawieszonych frakcji PM10 w powietrzu atmosfe­
rycznym aglomeracji miejskiej na przykładzie miasta Wrocławia.

Założono, że wytypowanie procedury testu Salmonella, przez jej modyfikację, bę­
dzie prowadzone w następujących kierunkach:

• doboru właściwego induktora mikrosomalnej frakcji enzymatycznej (S9),
• określenia optymalnego stężenia frakcji S9,
• ustalenia właściwej techniki preinkubacji,
• ustalenia optymalnego składu mieszaniny reakcyjnej.
Uznano bowiem, na podstawie przeprowadzonych studiów literaturowych, za ko­

nieczne zwrócenie uwagi w badaniach nad poszukiwaniem optymalnej procedury te­
stu na:

1. Poziom enzymów indukowanych frakcji mikrosomalnej
Istotnym elementem procedury bakteryjnego testu Salmonella jest aktywacja wy­

stępujących w próbie promutagenów do mutagenów bezpośrednich, za pomocą wątro­
bowej frakcji mikrosomalnej. Uzyskuje się ją z wątroby szczurzej po uprzedniej in­
dukcji, która ma na celu zwiększenie poziomu enzymów odpowiedzialnych za 
aktywację metaboliczną. Obecnie najczęściej stosowanym induktorem enzymów wą­
trobowych jest Aroclor 1254, który jest silną i trudno rozkładalną trucizną środowi­
skową z grupy PCBs. Jak wykazały badania, substancją o porównywalnej aktywności 
indukcyjnej jest znacznie mniej toksyczny roztwór fenobarbitalu. Frakcja mikroso- 
malna otrzymana po indukcji tym związkiem była stosowana do aktywacji pojedyn­
czych związków promutagennych. Brak jest jednak badań możliwości aktywacyjnych 
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tej frakcji wobec próbek środowiskowych. Dlatego też uzasadnione jest zbadanie ak­
tywności frakcji indukowanej fenobarbitalem w stosunku do ekstraktu pyłu zawieszo­
nego oraz porównanie jej aktywności z frakcją indukowaną Aroclorem. W badaniach 
podjęto także próbę zastosowania frakcji mikrosomalnej niepodanej indukcji, zawie­
rającej naturalny poziom enzymów mikrosomalnych.

2. Dobór stężenia frakcji mikrosomalnej
Niezwykle istotną sprawą jest także dobór odpowiedniego stężenia frakcji mikro­

somalnej stosowanej do badań. W procedurze klasycznej, zalecanej przez autorów te­
stu, jest mowa o dwóch stężeniach S9 w S9-mix standardowym (4%, v/v) i dużym 
(10%, v/v). Ponieważ różne związki chemiczne do swojej metabolicznej konwersji 
potrzebują różnego optymalnego stężenia S9, w badaniach używa się szerokiego za­
kresu stężeń frakcji mikrosomalnej, od 4% do 30%. Niektórzy badacze najpierw uży­
wają małego stężenia frakcji (np. 5% lub 10%), a jeżeli uzyskują wynik negatywny, to 
badania powtarzają z dużym stężeniem frakcji (np. 30%). Z kolei inni zaczynają bada­
nia od dużego stężenia frakcji mikrosomalnej. Oryginalna metoda zaleca także dobie­
ranie stężenia frakcji według stosowanego mutagenu diagnostycznego. Ze względu na 
to, że ekstrakty pyłów zawieszonych zawierają w swoim składzie zanieczyszczenia 
o różnym składzie ilościowym i jakościowym, celowe wydaje się zaproponowanie 
innego podejścia, a mianowicie dobór optymalnego stężenia frakcji wobec jednego 
wytypowanego rozcieńczenia ekstraktu pyłów, które zostałoby wytypowane na pod­
stawie badań pilotowych z zastosowaniem stężenia frakcji mikrosomalnej 4% (v/v) 
w S9-mix. Takie rozcieńczenie ekstraktu powinno w teście wywoływać efekt muta­
genny, ale nie wywoływać jeszcze efektu toksycznego. Następnie należy wykonać na 
tym rozcieńczeniu test z zastosowaniem szerokiego spektrum stężeń badanej frakcji 
mikrosomalnej i wybrać do dalszych badań jej stężenie optymalne.

3. Czas i temperatura kontaktu
Następnym zagadnieniem, na które zwrócono uwagę była preinkubacja, polegająca 

na przedłużeniu kontaktu badanej próbki ze szczepami testowymi i ewentualnie 
z frakcją mikrosomalną, przed właściwą inkubacją testu. Preinkubacja umożliwia bo­
wiem dłuższy kontakt badanych zanieczyszczeń ze szczepami testowymi w małej ob­
jętości mieszaniny reakcyjnej. Istotnym czynnikiem jest jednak właściwy dobór czasu 
preinkubacji ze względu na złożoność badanych mieszanin i możliwość wystąpienia 
efektu toksycznego. O efektach mutagennych testowanego związku decyduje bowiem 
w dużej mierze stężenie i czas jego działania. Dane literaturowe na ten temat opierają 
się głównie na badaniach mutagennego działania pojedynczych związków. W celu 
uzyskania odpowiedzi na pytanie czy preinkubacja w sposób istotny wpłynie na obni­
żenie progu wykrywalności złożonej mieszaniny zanieczyszczeń powietrza o charak­
terze mutagennym przeprowadzono badania z różnym czasem preinkubacji w dwóch 
temperaturach (30 °C i 37 °C). Wprawdzie dla enzymów zwierzęcych optimum ter­
miczne wynosi 37 °C, interesujące było określenie zachowania się enzymów frakcji 
mikrosomalnej w temperaturze 30 °C, zalecanej do wyznaczania międzynarodowej 
jednostki enzymatycznej (U). Testy prowadzone z preinkubacją powinny posłużyć 
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także do wyznaczenia optymalnego stężenia mutagenu kontrolnego, którym należy 
posługiwać się w takich badaniach.

4. Obecność NADP w składzie S9-mix
W pracy zwrócono także uwagę na skład mieszaniny reakcyjnej. Jednym z jej 

składników jest NADP (fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego). Po raz 
pierwszy został on dodatkowo wprowadzony do frakcji mikrosomalnej pod koniec lat 
70. XX wieku w badaniach prowadzonych w Japonii. Enzymy katalizujące utlenianie 
ksenobiotyków są zaliczane do monooksygenaz (kiedyś oksydazy o funkcji miesza­
nej). Utlenianie zachodzi z udziałem tlenu cząsteczkowego oraz donoru wodoru w po­
staci NADPH lub NADH. Reakcje redukcji wymagają jedynie czynnika redukcyjne­
go. W wyniku reakcji jeden z atomów cząsteczki tlenu zostaje wprowadzony do 
substratu, a drugi - kosztem donoru wodoru - redukuje się, tworząc cząsteczkę wody. 
We frakcji mikrosomalnej występuje łańcuch transportu elektronów, składający się 
z cytochromu P-450, reduktazy NADPH - cytochrom P-450 oraz czynnika lipidowe­
go. Aktywność monooksygenaz, zawierających cytochrom P-450, pojawia się w ciągu 
pierwszych dni po urodzeniu, po czym wzrasta ona, osiągając maksimum około 30. 
dnia życia szczurów. Podobnie po urodzeniu się zwierzęcia zwiększa się zawartość 
NADPH w wątrobie, który jest niezbędnym koenzymem w mikrosomalnych metabo- 
lizmach wielu ksenobiotyków. Poziom występujący u dorosłego zwierzęcia osiągany 
jest w przypadku tego koenzymu w ciągu około dwóch dni. Celowe więc wydaje się 
przebadanie próbek zanieczyszczeń powietrza w testach z frakcja mikrosomalną po­
zbawioną dodatkowego źródła NADPH. Testy takie pozwolą odpowiedzieć na pyta­
nie, w jaki sposób wpłynie to na próg wykrywalności aktywności mutagennej zanie­
czyszczeń powietrza, a tym samym czy jest możliwe obniżenie kosztów ich 
wykonania, ze względu na bardzo wysoką cenę tego składnika S9-mix.

5. Ilość materiału badawczego
Badanie aktywności mutagennej powietrza wymaga także odpowiedniej ilości ma­

teriału badawczego. W celu zmniejszenia jego ilości stosowana jest przez niektórych 
badaczy testu klasycznego, wprowadzona modyfikacja przez Kado, w której używa 
się 20 razy mniejszą objętość próbki przy 10-krotnie zwiększonej ilości bakterii te­
stowych z zastosowaniem 90-minutowej preinkubacji. Niektórzy badacze donoszą 
o dużej czułości tego testu w porównaniu do metody klasycznej, ale istnieją też donie­
sienia o braku powtarzalności wyników uzyskanych tym testem i mniejszej korelacji 
wyników ze stężeniami związków mutagennych obecnych w badanych próbkach. 
W związku z tym w pracy zaproponowano procedurę będącą kompilacją klasycznego 
testu Amesa z modyfikacją zaproponowaną przez Kado. W teście tym mieszanina re­
akcyjna zawierała wszystkie składniki w proporcjach takich samych jak w teście kla­
sycznym, lecz zmieniono ich objętość, tak aby końcowa objętość mieszaniny wynosiła 
0,205 cm3, jak w modyfikacji Kado. Wprowadzono również 90-minutową preinkuba- 
cję w temperaturze 37 °C.

Efekty uzyskane w testach przeprowadzanych według zmodyfikowanych procedur 
zostały następnie porównane z wynikami badań otrzymanych w testach wykonywa­
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nych najczęściej stosowaną klasyczną metodą testu. Wszystkie badania porównawcze 
były prowadzone na tych samych dwóch próbkach (pobranych latem i zimą na Starym 
Mieście) z zastosowaniem czterech szczepów testowych (TA98, TA100, YG1041 
i YG1042). Dzięki tak szeroko zaplanowanemu eksperymentowi, przeprowadzonemu 
na tych samych próbkach, udało się porównać wszystkie wytypowane do badań pro­
cedury badawcze i szczepy testowe. Możliwa więc była weryfikacja uzyskanych 
efektów na podstawie pięciu dodatkowych próbek pyłów pobranych w trzech innych 
punktach miasta i w różnych sezonach grzewczych. Do tej weryfikacji wybrano trzy 
procedury badawcze, trzy rodzaje frakcji mikrosomalnej i dwa szczepy testowe.

Przeprowadzone badania mogą przyczynić się do postępu na drodze ustalenia stan­
dardowej, optymalnej procedury testu Salmonella niezbędnej w badaniach zanie­
czyszczeń powietrza. Zmodyfikowana metoda testu może w przyszłości stanowić jed­
no z kryteriów oceny ryzyka narażenia na choroby nowotworowe populacji 
zamieszkującej badany teren i wchodzić w zakres systemu monitorowania powietrza 
do celów zdrowotnych. Standardowe badania powietrza nie obejmują bowiem, jak 
dotąd, wykrywania aktywności mutagennej występujących w nim zanieczyszczeń. Na 
podstawie analizy fizyczno-chemicznej można, co prawda, stwierdzić obecność 
w powietrzu niektórych związków znanych z aktywności genotoksycznej, nie można 
jednak określić rzeczywistej wypadkowej aktywności biologicznej próbki jako cało­
ści. Umożliwiają to tylko testy biologiczne, do których należy najpowszechniej stoso­
wany test Salmonella.



3. Stan zagadnienia

3.1. Pyłowe zanieczyszczenia powietrza

Zanieczyszczeniem powietrza jest każda substancja stała, ciekła lub gazowa, która 
znajduje się w nim w ilości większej od jej zawartości naturalnej. Większość zanie­
czyszczeń powietrza to zanieczyszczenia gazowe - organiczne (VOC) i nieorganiczne 
(np. SO2, O3, NO2, CO). Drugą grupę zanieczyszczeń powietrza stanowią zanieczysz­
czenia pyłowe (PM). Wszystkie płynne i stałe cząstki znajdujące się w powietrzu, 
a nie będące cząstkami wody, nazywamy aerozolami (cząstki zawieszone w powie­
trzu). Aerozol to układ dwu- lub trójfazowy składający się z gazowej fazy rozprasza­
jącej oraz stałej lub ciekłej, lub stałej i ciekłej fazy rozproszonej. W przypadku aero­
zolu atmosferycznego fazą rozpraszającą jest powietrze. W literaturze anglosaskiej 
definiuje się aerozole jako zawiesiny cząstek stałych i/lub ciekłych w powietrzu, któ­
rych średnica ma rozmiar od kilku nanometrów do dziesiątek mikrometrów [98],

Pyłem (ang. air particles) nazywamy mieszaninę małych cząstek stałych zawie­
szonych w powietrzu. Mogą one przyjmować postać od submikrocząstkowych aero­
zoli do widocznych cząstek pyłów. Większe cząstki (grubsza frakcja) powstają w re­
zultacie działania sił mechanicznych przez ścieranie się. Mniejsze cząstki (< 1 pm) 
pochodzą z kondensacji jeszcze mniejszych cząstek i molekuł w fazie gazowej. W za­
leżności od rozmiaru cząstek dzielimy go na pył o średnicach mniejszych niż 10 pm 
(PM10), mniejszych od 5 pm (PM5), mniejszych od 2,5 pm (PM2,5) i mniejszych od 
1 pm(PMl)[22, 37, 98].

Stężenie aerozolu miejskiego jest około dwukrotnie większe niż w innych rejo­
nach [44, 45]. Ponieważ temperatura, ciśnienie, promieniowanie i warunki pogodo­
we (opady, zachmurzenie itp.) są niejednolite i ulegają ciągłym zmianom, stąd też 
mamy do czynienia z bardzo dynamicznym systemem, w którym zarówno rozkład 
wielkości cząstek, jak i ich żywotność jest bardzo zmienna. Głównym składnikiem 
aerozolu miejskiego jest węgiel elementarny i organiczny, stanowiący około 40% 
całkowitej masy aerozolu. W aerozolach pochodzących z innych terenów związki te 
stanowią około 15-25%. Badania prowadzone w Los Angeles wykazały, że na wtór­
ny aerozol organiczny w tym mieście składały się związki aromatyczne (58-65%), 
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alkany (15-21%), związki biogenne (10-16%) i olefiny (4-11%). Oprócz frakcji 
węglowej istotnym składnikiem aerozolu miejskiego są związki nieorganiczne, 
a wśród nich: jony siarczanowe (ok. 28%), amonowe (ok. 10%) i azotanowe (ok. 
5%) oraz związki metali (As, Pb, Cd, Ni, Hg, Zn, Cr, Mn, Fe, Cu, Ni) [223].

Zapylenie powietrza jest jednym z podstawowych parametrów charakteryzujących 
stopień zanieczyszczenia atmosfery. W wielu krajach zaleca się stężenia dopuszczalne 
pyłów w powietrzu. W Polsce obowiązuje rozporządzenie Ministra Ochrony Środowi­
ska, Zasobów Naturalnych i Leśnictwa (1998 r.), w którym dopuszczalne stężenia 
pyłów są następujące:

• 150 pg/m3 dla TSP (całkowity pył zawieszony) oraz 125 pg/m3 dla PM10 (50 pg/m3 
od 2005 r.), jako średnia 24 h,

• 75 pg/m3 dla TSP oraz 50 pg/m3 dla PM10 (30 pg/m3 od 2005 r. i 20 pg/m3 od 
2010 r.), jako wartość średnioroczna.

W Europie obowiązują stężenia ustalone przez UE. Są one następujące:
• 50 pg/m3 dla PM10, jako średnia 24 h,
• 80 pg/m3 dla TSP oraz 20 pg/m3 dla PM10, jako wartość średnioroczna,
• 130 pg/m3 dla TSP, jako wartość średnia dla półrocza zimowego.
Ze względu na większe znaczenie cząstek o mniejszym rozmiarze, w badaniach 

nad negatywnym wpływem pyłu zawieszonego na zdrowie człowieka, w Stanach 
Zjednoczonych w 1997 roku wprowadzono normowanie stężeń PM2,5. Podaje się je 
jako AAQS (Ambient Air Quality Standards), czyli standardy jakości powietrza. 
Średnioroczna wartość AAQS dla PM2,5 wynosi 15 pg/m3, a wartość średniodobo- 
wa 65 pg/m3 [98].

Rozkład średniorocznych stężeń TSP w Europie wskazuje na duże zagrożenie 
zdrowotne mieszkańców Europy środkowopołudniowej. Największe stężenia TSP 
zaobserwowano w Polsce południowo-zachodniej (zwłaszcza na Górnym Śląsku), 
Czechach i Niemczech [98]. Z kolei średnie roczne stężenie frakcji pyłu PM10 wy­
nosiło, pod koniec lat dziewięćdziesiątych ubiegłego wieku, 21,8 pg/m3 w Londynie, 
29,5 pg/m3 w Budapeszcie, 43,3 pg/m3 w Rzymie, 44,4 pg/m3 w Sewilli i 45,5 pg/m3 
w Krakowie. Głównym źródłem emisji PM10 jest ruch uliczny (10-25%), procesy 
spalania (40-55%) i procesy przemysłowe (15-10%). Ze względu na swoją szkodli­
wość zanieczyszczenia pyłowe trafiły na drugie miejsce na liście priorytetowych tru­
cizn środowiskowych. Najczęściej zainteresowania badaczy skupiają się na cząstkach 
pyłów: TSP, PM10 i PM2,5. Ostatnio coraz częściej zwraca się uwagę na cząstki pyłu 
ultradrobnego, UFP (cząstki pyłu o średnicy poniżej 100 nm) [22, 37, 44, 45, 171]. 
Zawartość tej frakcji w powietrzu miejskim waha się od 1,7 pg/m3 do 3,6 pg/m3 [171].

Od średnicy cząstek pyłu zawieszonego zależy ich szkodliwość dla organizmu. 
Cząstki respirabilne (inhalacyjne), o średnicy < 10 pm, mają specjalne znaczenie bio­
logiczne, ponieważ utrzymują się przez dłuższy czas w atmosferze, co warunkuje 
większe prawdopodobieństwo przedostania się ich do układu oddechowego człowie­
ka. Układ oddechowy można podzielić na kilka odcinków. Do górnego odcinka dróg 
oddechowych zaliczamy: nos, jamę nosową, gardziel i krtań. Środkowy odcinek sta­
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nowią: tchawica i większe oskrzeliki. Dolny odcinek obejmuje: oskrzeliki i pęcherzyki 
płucne. Miejsce depozycji cząstek w układzie oddechowym zależy przede wszystkim 
od mechanizmu oddychania, szybkości przepływu powietrza i od ich rozmiarów. 
Część wchłanianego aerozolu jest deponowana na powierzchni dróg oddechowych, 
a pozostała wydychana. Podczas oddychania nosem duże cząstki (10 pm i powyżej) 
osadzają się przede wszystkim w górnych odcinkach układu oddechowego, natomiast 
cząstki o rozmiarze 5-10 pm w dolnym odcinku układu oddechowego, w oskrzeli- 
kach. Przy oddychaniu ustami cząsteczki o średnicy poniżej 2,5 pm odkładają się 
głównie w rejonie płuc, cząsteczki większe o średnicy 3-5 pm w rejonie płuc i w czę­
ści tchawiczno-oskrzelowej, natomiast cząsteczki o średnicy 7-15 pm w części tcha- 
wiczno-oskrzelowej układu oddechowego. Przy spokojnym oddychaniu znaczna część 
zanieczyszczeń zostaje usunięta z wydychanym powietrzem. Przy zwiększonym wy­
siłku fizycznym zwiększa się zatrzymana w płucach ilość aerozolu. Czynnikiem decy­
dującym o miejscu zatrzymania cząstek w układzie oddechowym jest ich wielkość. 
Cząstki o bardzo małych rozmiarach ziaren od 0,1 pm do 0,01 pm deponują się głów­
nie w 5-30% w tchawicy i oskrzelach oraz w 45-60% w pęcherzykach płucnych. 
Z kolei frakcje aerozolu o rozmiarach ziaren od 10 pm do 1 pm odkładają się w 90- 
30% w jamie nosowo-gardłowej, w 20-30% w pęcherzykach płucnych i w około 5-7% 
w tchawicy i oskrzelach. W zależności od miejsca osadzenia oraz rozpuszczalności 
substancji znajdujących się na powierzchni lub wewnątrz cząstek komórki układu od­
dechowego mogą być narażone na dłuższy kontakt ze związkami zaadsorbowanymi na 
ich powierzchni. Zanieczyszczenia dobrze rozpuszczalne w wodzie wchłaniają się 
z różnych odcinków dróg oddechowych. Ze względu na znaczną powierzchnię czynną 
płuc resorpcja związków chemicznych zachodzi z dużą intensywnością zwłaszcza 
w pęcherzykach płucnych. Cienka (1-4 pm), delikatna natura tej tkanki czyni ją po­
datną na absorpcję substancji mutagennych i na uszkodzenia przez nie spowodowane. 
Te zanieczyszczenia które znajdą się na powierzchni pęcherzyków płucnych mogą 
przeniknąć bezpośrednio do układu krwionośnego i spowodować ekspozycję na 
związki mutagenne innych tkanek [44, 98, 141, 187, 220],

Stwierdzono wzrost mutagenności wraz ze zmniejszaniem się aerodynamicznej 
średnicy cząstek. Między innymi zaobserwowano wzrost stężenia 1-nitropirenu wraz 
ze zmniejszaniem się średnicy cząstek [73]. To oznacza, że pył ultradrobny UFP za­
wiera największą ilość zaabsorbowanych związków organicznych. Dzieje się tak, po­
nieważ mniejsze cząstki ze względu na większą powierzchnię absorbują więcej zanie­
czyszczeń organicznych w przeliczeniu na masę pyłu [86]. Wykorzystanie wartości 
TSP lub PM10 jako wskaźnika jakości powietrza może jednak nie być wystarczająco 
reprezentatywne i nie musi korelować z mutagenną aktywnością cząsteczek docierają­
cych do pęcherzyków płucnych.

Istnieje wiele potencjalnych wytłumaczeń dla wzrostu aktywności małych cząstek. 
Po pierwsze, mniejsze aerozole mogą powstawać ze źródeł, które emitują większe ilo­
ści związków mutagennych. Na przykład wiele emisji zanieczyszczeń pochodzących 
ze spalania zawiera cząstki o niewielkich rozmiarach aerodynamicznych, które mogą 



18 Katarzyna Piekarska

zawierać większe ilości związków o charakterze mutagennym. Związki o charakterze 
mutagennym powstają także w rezultacie reakcji zachodzących w atmosferze. Kon- 
densują one na małych cząstkach albo łącza się, tworząc płynne aerozole, które z kolei 
łącza się tworząc najpierw ultradrobne cząstki, a potem większe. Z kolei większe 
cząstki, które zawierają niewielkie ilości materii organicznej najczęściej powstają 
w rezultacie działania sił mechanicznych [37].

Skutki zdrowotne, jakie pyl zawieszony może wywołać u ludzi, zależą więc od je­
go składu, stężenia i wielkości cząstek [44, 98].

3.2. Czynniki mutagenne i rakotwórcze 
w powietrzu atmosferycznym

W zanieczyszczonym powietrzu atmosferycznym występuje ogromna liczba 
związków z różnych klas chemicznych, które tworzą bardzo złożone mieszaniny 
o nieznanych właściwościach biologicznych [141]. W 1986 roku Graedel i inni [37] 
udokumentowali, na podstawie literatury naukowej, fakt odkrycia około 2800 związ­
ków w powietrzu atmosferycznym i powietrzu pomieszczeń. Z puli tych związków 
przebadano pod kątem mutagenności 206 związków organicznych, z czego 67 z nich 
wykazało właściwości mutagenne. Do USEPA Toxics Release Inventory (TRI) zostało 
zgłoszonych 507 związków obecnych w powietrzu atmosferycznym. Z 507 związków, 
276 (-54%) zostało poddane badaniom w testach bakteryjnych, głównie za pomocą 
krótkoterminowego testu Salmonella. Około 48,6% z nich, czyli około 26,4% wszyst­
kich zidentyfikowanych związków, wykazało się potencjalną mutagennością. Claxton 
i inni [37] przedstawili poszczególne klasy związków chemicznych obecnych w po­
wietrzu atmosferycznym w powiązaniu z ich mutagennością w teście Salmonella. 
Węglowodory zostały podzielone na cztery podgrupy: związki alifatyczne, cykloalka- 
ny, mono- i dwupierścieniowe areny oraz wielopierścieniowe areny. Następne klasy 
związków to związki zawierające tlen (podzielone na siedem podgrup), związki za­
wierające azot (podzielone na osiem grup), związki zawierające siarkę, związki zawie­
rające halogen i związki organometaliczne. Liczba udokumentowanych związków 
wykazujących właściwości mutagenne w poszczególnych klasach jest bardzo różna. 
Wśród węglowodorów z 89% związków poddanych testom bakteryjnym na mutagen­
ność w 47,7% przypadków otrzymano wyniki pozytywne. Wśród nich są, powstające 
w procesach spalania i przemysłowego wykorzystania węgla i ropy naftowej, znane 
z karcenogenności takie WWA, jak: benzo[a]antracen, benzo[k]fluoranten, benzo[a]piren, 
benzo[b]fluoranten, indeno[l,2,3-c,d]piren i dibenzo[a,h]antracen. Frakcje alifatycz­
nych węglowodorów nie wykazują działania mutagennego. Z tej grupy wykazano 
mutagenność tylko jednego związku obecnego w powietrzu atmosferycznym. Tym 
związkiem jest 1,3-butadien. Nie stwierdzono także działania mutagennego w przypadku 
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większości cykloalkanów i mono- i bicyklicznych arenów. WWA dodatkowo na sku­
tek reakcji kondensacji, działania promieniowania słonecznego, ozonu i NO3 tworzą 
związki nitrowe. Wiele z tych nitrowych pochodnych wykazuje działanie mutagenne. 
Takie związki jak 1-nitropiren, 3-nitrofluoranten, 2,4-dinitrotoluen czy 2,6- dinitroto- 
luen odznaczają się silnymi właściwościami mutagennymi. Za najbardziej mutagenny 
uważany jest obecnie 3-nitro-7H-benzo[d,e]antracen-7-on, powstający w trakcie spa­
lania paliw płynnych w silnikach spalinowych oraz w wyniku reakcji nitrowania za­
chodzących w atmosferze. Bardzo reaktywne są również alifatyczne pochodne nitrowe 
znajdujące się głównie w fazie gazowej. Wśród związków zawierających tlen jedynie 
16% znajdujących się w bazie TRI ma działanie mutagenne, przy czym większość 
z nich należy do grupy związków heterocyklicznych, w których jeden lub dwa atomy 
tlenu zastępują atomy węgla w pierścieniu. W przypadku związków zawierających 
siarkę dane o działaniu mutagennym znaleziono dla 18% z nich. W klasie związków 
zawierających halogen 40% z nich zostało poddane testom na mutagenność w testach 
bakteryjnych, z czego otrzymano 54% wyników pozytywnych. Jednak krótkotermi­
nowy test Salmonella nie jest w stanie wykryć wszystkich związków działających 
mutagennie w obrębie tej klasy.

Większość badań pokazuje, że za efekt mutagenny pyłów zawieszonych przede 
wszystkim odpowiadają umiarkowanie polarne i wysokopolarne klasy związków. 
Bardziej polarne frakcje zazwyczaj zawierają nitrowe i tlenowe pochodne WWA niż 
WWA nie podstawione [150, 151, 174], Związki mutagenne mogą również powsta­
wać w atmosferze także wtedy gdy obecne są tam substancje nie wykazujące takiego 
działania. Atmosferyczne reakcje chemiczne powodują powstawanie produktów mu­
tagennych, niezależnie od tego, czy zaczynają się od pojedynczego, nie mutagennego 
związku organicznego (np. toluenu), czy od źródła emisji (np. spaliny silnikowe) [29, 
37,42, 62, 141, 164, 179],

3.3. Zanieczyszczenia powietrza a skutki zdrowotne

Już w roku 1661 Evelyn i Graunt opisali negatywne skutki zanieczyszczenia po­
wietrza. W 1775 roku Pott zaobserwował przypadki raka moszny u londyńskich ko­
miniarzy, co powiązał z ich ekspozycją na sadzę i smołę ze spalanego węgla bitu­
micznego. Następnie w roku 1942 Leiter i współpracownicy stwierdzili, że próbki 
cząstek powietrza zebrane na obszarach miejskich są rakotwórcze dla myszy [154]. 
W ciągu następnych lat potwierdzono ten fakt dla próbek pochodzących z wielu miast 
na świecie [137, 147, 208, 214], Porównawcza analiza ryzyka przypisuje zwiększone 
jego wartości mieszkańcom narażonym na działanie substancji emitowanych do ota­
czającego powietrza będących rezultatem spalania [37, 49, 82]. Badania prowadzone 
w Kopenhadze nad rozkładem wielkości cząstek pyłu zawieszonego w miejscach na­
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silonego ruchu samochodowego pokazały iż stosunek PM2,5 do PM10 wynosił jak 
13:32%. Inne badania, prowadzone we Włoszech, Holandii, Chorwacji i w Tajlandii, 
donosząc zawartości PM2,5 powyżej 50%, którego źródłem jest rozwój motoryzacji 
i procesy spalania na cele grzewcze [44, 45]. W 1982 Walker [98] powiązał mutagen­
ność, w badaniach krótkoterminowym testem Salmonella, cząsteczek organicznych 
przenoszonych przez powietrze ze wskaźnikiem śmiertelności z powodu raka płuc. 
Obserwacje te zostały poparte badaniami laboratoryjnymi na zwierzętach, które wyka­
zały aktywność rakotwórczą pyłów zawieszonych w powietrzu [33, 120, 154, 215] 
oraz badaniami epidemiologicznymi, które potwierdziły związek między liczbą no­
wotworów płuc a wielkością efektu mutagennego ekstraktów pyłowych zanieczysz­
czeń powietrza [78, 124, 137, 201].

Badania prowadzone w ciągu ostatnich 10-20 lat potwierdziły, że zanieczyszcze­
nia powietrza przyczyniają się do zwiększonej zachorowalności i śmiertelności ludzi. 
Niektóre skutki zdrowotne są związane z krótką ekspozycją na te zanieczyszczenia, 
a inne wiążą się z długotrwałym narażeniem na nie [22, 117]. Długotrwała ekspozycja 
na duże stężenia pyłowych zanieczyszczeń powietrza zwiększa ryzyko raka płuc, cho­
rób układu oddechowego, arteriosklerozy, zmian neurobehavioralnych i chorób serca 
oraz układu krążenia, podczas gdy krótkotrwała ekspozycja może powodować nasile­
nie chorób układu oddechowego, takich jak: astma, bronchit oraz zaburzenia rytmu 
serca i reakcje alergiczne [39, 44]. Bardzo duże stężenia substancji gazowych sątrują- 
ce dla ludzi i zwierząt oraz szkodliwe dla roślin [141], Zanieczyszczenia powietrza są 
przyczyną 6% zgonów, co stanowi około 40 000 przypadków zgonów w świecie 
w skali roku. Połowę tych przypadków wiąże się z zanieczyszczeniem powietrza na 
skutek rozwoju motoryzacji. Ponadto, odnotowuje się rocznie, około 25 000 nowych 
przypadków chronicznego bronchitu u dorosłych oraz ponad 290 000 epizodów bron- 
chitu u dzieci i 0,5 miliona ataków astmy. Średnio ryzyko śmierci może wzrosnąć 
w ciągu dnia o 1%, jeżeli stężenie frakcji pyłu PM10 wzrośnie o 10 pg/m3 [117].

Istotny wpływ zanieczyszczenia powietrza na zdrowie człowieka zauważono 
w 1952 roku, podczas czarnego smogu, jaki wystąpił w Londynie. Warunki atmosfe­
ryczne jakie wtedy panowały, spowodowały bardzo duży wzrost stężenia zanieczysz­
czeń powietrza, przede wszystkim SO2 i drobnego pyłu. Maksymalne wartości stężeń 
średniodobowych dla tych zanieczyszczeń osiągnęły wtedy nienotowany do tej pory 
poziom 5000 pg/m3. Zjawisko trwało wyjątkowo długo, bo aż dwa tygodnie, i spowo­
dowało śmierć wielu mieszkańców oraz wzrost liczby zgonów o 4 tysiące w porówna­
niu do średniej z poprzednich lat [22, 98, 141]. Nie był to odosobniony przypadek, 
podobne epizody czarnego smogu wystąpiły w 1930 roku w Meuse Valley (Belgia), 
w Europie Wschodniej w 1989 roku na obszarze byłej NRD i w 1993 roku na obsza­
rze północnej Bohemii w Czechach. W Europie Zachodniej odnotowywano także duże 
stężenia SO2 i drobnego pyłu na skutek przemieszczania się zanieczyszczeń powietrza 
ze wschodu. Takie przypadki wystąpiły w 1980 roku oraz w 1985 roku w Niemczech 
i Holandii, gdzie odnotowano wzrost śmiertelności i zachorowalności na choroby 
układu oddechowego i układu krążenia [22, 141],
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Od czasu czarnego smogu w Londynie dużo się zmieniło. Wprowadzono wiele 
unormowań legislacyjnych, jednak londyński smog stał się punktem wyjścia dla wielu 
krótko- i długoterminowych badań. Tworzone są bazy danych epidemiologicznych, na 
podstawie których próbuje się powiązać występujące w ciągu dnia przypadki śmierci 
lub przyjęć do szpitala ze średnimi dziennymi stężeniami takich zanieczyszczeń, jak 
pył zawieszony, O3, NO2, SO2 i CO oraz wpływ na nie sezonu, temperatury i dnia ty­
godnia [141], Badania epidemiologiczne na dużą skalę prowadzono w Europie i Sta­
nach Zjednoczonych. W Europie, w ramach APHEA (Air Pollution and Health: a Eu- 
ropean Approachj, prowadzono badania na podstawie wcześniej zebranych danych 
oraz danych zebranych w ciągu 5-9 lat w latach dziewięćdziesiątych ubiegłego wieku. 
Badaniami objęto populację 43 milionów ludzi żyjących w 21 miastach. Wykazano, 
że dzienna śmiertelność wzrasta o 0,6%, gdy stężenie frakcji pyłu PM10 wzrośnie 
o 10 pg/m3. Z kolei liczba przyjęć do szpitala z powodu astmy i obturacyjnej choroby 
płuc ludzi powyżej 65 roku życia wzrastała o 1% na każde 10 pg/m3 PM 10, a z powo­
du chorób układu krążenia o 0,5% na 10 pg/m3 PM10 i o 1,1% na 10 pg/m3 czarnego 
smogu. Analiza danych zebranych wcześniej wykazała wzrost dziennej śmiertelności 
w sześciu miastach o 2,9% na każdy wzrost o 50 pg/m3 O3 w ciągu jednej godziny. 
W USA (NMMAPS - National Mortality, Morbidity and Air Pollution Studies) bada­
nia objęły 20 dużych metropolii (50 milionów ludzi) w latach 1987-1994. Wyniki 
były bardzo zbliżone do europejskich, śmiertelność wzrastała o 0,5% na każdy wzrost 
stężenia frakcji pyłu PM10 o 10 pg/m3. Innym przykładem badań na dużą skalę były 
badania dotyczące dzieci z 28 regionów Europy. Przeprowadzone przez PEACE 
(Pollution Effects on Asthmaitc Children in Europę') wykazały wpływ pyłu zawieszo­
nego i dwutlenku azotu na zaburzenia funkcji płuc i ostre infekcje dróg oddechowych 
[22], Istnieje także wiele doniesień literaturowych dotyczących wyników badań prze­
prowadzonych w mniejszej skali na ten temat [60, 127]. Wiadomo także, że długo­
trwałe narażenie na zanieczyszczone powietrze powoduje chroniczne skutki zdrowot­
ne. Przede wszystkim zwiększa ryzyko rozwoju przewlekłego zapalenia oskrzeli 
i wcześniejszej śmierci z tego powodu. Długotrwałe narażenie na stosunkowo nie­
wielkie stężenia PM w powietrzu atmosferycznym może skracać średnią długość życia 
o 2-3 lata. Wystarczające jest stężenie poniżej 100 pg/m3 wyrażone jako średnia do­
bowa PM10 [141],

Badania prowadzone in vitro i in vivo nad mechanizmem wpływu pyłu zawieszo­
nego na organizm żywy dowiodły, iż pył zawieszony indukuje stan zapalny i oksy- 
datywny stres (ang. oxidative stress) [171]. W pierwszym etapie mamy do czynienia 
z silnym efektem zapalnym, na skutek którego uaktywniane są szlaki utleniania 
w komórkach. Następnie pojawiają się w komórkach cytokiny i mediatory reakcji 
immunologicznych, w konsekwencji czego rozwija się stres oksydatywny [22]. Stres 
oksydatywny może być przyczyną wielu groźnych chorób. Polega na tym, że katali­
zowane są reakcje chemiczne, w wyniku których powstają aktywne formy tlenu 
(ROS) (rodniki tlenowe). Niszczą one to co spotkają na swojej drodze. Prowadzą do 
poważnych uszkodzeń biocząsteczek, uszkodzenie DNA prowadzi m.in. do nowotworów, 
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a uszkodzenie białek do różnych chorób, włączając choroby centralnego układu ner­
wowego, czyli choroby neurodegeneracyjne. [187]. Inaczej jest to brak równowagi 
między prooksydantami a anty kosy bantami. W przypadku pyłów zawieszonych oksy- 
datywny stres powoduje między innymi choroby układu oddechowego, układu krąże­
nia, degenerację rogówki, zapalenie trzustki i raka. Oksydatywny stres pojawić się 
może pod wpływem bardzo różnych mechanizmów, np. w trakcie oddychania mito- 
chondrialnego, niedokrwienia, stanu zapalnego czy podczas metabolizowania obcych 
dla organizmu związków chemicznych (ksenobiotyków). W procesie tym prawie zaw­
sze cząsteczki DNA są celem ataku powstających form aktywnych tlenu. Oksybatyw- 
ne uszkodzenie cząsteczek DNA zwiększa ryzyko chorób nowotworowych i może po­
służyć jako marker pojawienia się oksydatywnego stresu związanego z innymi 
dolegliwościami spowodowanymi zanieczyszczeniami powietrza [44, 171]. Te dole­
gliwości to nasilenie się chorób układu oddechowego i uszkodzenia funkcji komórek 
nabłonka układu oddechowego i pęcherzyków płucnych, które mogą zwiększyć ryzy­
ko infekcji płuc. Może także uwydatnić się odpowiedź organizmu na alergeny i inne 
substancje wywołujące astmę. Udowodniono, że ozon i spaliny emitowane przez sil­
niki wysokoprężne zwiększają syntezę immunoglobuliny IgE u zwierząt i ludzi, która 
z kolei zwiększa wrażliwość organizmu na inne powszechne alergeny [22, 79].

Tak więc produkcja ROS wydaje się odgrywać ważną rolę w efekcie cytotok- 
sycznym wywołanym obecnością cząstek pyłu emitowanych przez silniki samocho­
dowe (DEP) i inne procesy spalania. Powoduje powstawanie rodników wodorotle­
nowych, które zostały wykryte w badaniach kultur tkankowych oraz w komórkach 
płucnych myszy (rys. 1). Źródłem oksydatywnego stresu wywołanego przez PM 
może być sama obecność cząstek pyłów w układzie oddechowym, mogą być zaab­
sorbowane na cząstkach rozpuszczalne związki organiczne czy metale (Fe, V, Cr, 
Cu) oraz zmiana w funkcjonowaniu mitochondriów lub NADPH - oksydazy, czy też 
aktywacja stanu zapalnego komórek zdolnego do produkcji ROS i reaktywnych 
tlenków azotu. Duża liczba podstawionych i niepodstawionych WWA i innych or­
ganicznych związków absorbuje się na cząstkach pyłów zawieszonych. Wiabomo, 
że organiczna frakcja DEP i organiczna frakcja pyłów miejskich inbukuje oksyba- 
tywny stres. Cząstki zawierające benzo[a]piren są także zbolne bo nie-oksybatywnego 
bziałania genotoksycznego poprzez tworzenie abbuktów DNA. W babaniach kultur 
tkankowych wykazano, że UFP powobuje powstawanie ROS w ilości proporcjonal­
nej bo zawartości WWA. Organiczna frakcja pyłów miejskich zawiera reaktywne 
chinony, które pobbawane są cyklicznym reakcją rebox probukującym robniki wo- 
borotlenowe. Wiabomo także, że organiczne skłabniki DEP pobbawane reakcją me­
tabolicznym w płucach i w wątrobie powobują inbukcję enzymów cytochromu 
P450, w wyniku czego następuje probukcja ROS i reaktywnych chinonów WWA. 
Z kolei w komórkach nabłonkowych ukłabu obbechowego organiczne związki zaab­
sorbowane na cząstkach pyłów są obpowiebzialne za wywoływanie stanu zapalnego, 
który generuje wytwarzanie ROS. Tak powstające robniki tlenowe aktywują procesy 
transkrypcji i powobują w ten sposób wybzielanie cytokin. Ozon, bwutlenek azotu 
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i lotne substancje organiczne (VOC) występują zwykle razem z PM i efekty ich 
działania w organizmie są podobne [171],

Nie wszystkie mechanizmy działania pyłu zawieszonego na organizmy żywe są 
jeszcze w pełni poznane. Badania prowadzi się najczęściej na zwierzęcych organi­
zmach testowych i hodowlach kultur tkankowych. Brakuje także dokładnych badań 
nad zależnością pomiędzy dawką a odpowiedzą organizmu testowego. Prowadzone 
badania pozwoliły jednak na ustalenie ogólnego mechanizmu wyjaśniającego poja­
wianie się uszkodzeń DNA w komórkach. Przedstawia się on następująco: (1) czą­
steczki związków chemicznych dostają się do jądra komórkowego, (2) zewnątrzko- 
mórkowe ROS inicjują rodnikowy łańcuch reakcji, którego produkty dostają się do 
jądra i niszczą DNA [79, 171].

NADPH- oksydaza Metabolizm WWA Metale Stan zapalny
Mitochondria • reaktywne chinony • Fe, V, Cr, Cu • makrofagi

Cząstki pyłu zawieszonego
• powierzchnia
• rozpuszczalne związki

K

Mutageneza

Rak

Rys. 1. Prawdopodobny mechanizm indukcji oksydatywnego stresu i uszkodzenia 
cząsteczek DNA przez cząstki pyłu zawieszonego i ich rola w karcenogenezie [171]

Pomimo dużego postępu w dziedzinie obniżania stężeń zanieczyszczeń powietrza, 
wiele dużych aglomeracji miejskich w dalszym ciągu stoi wobec wyzwania, jakim jest 
nieodpowiednia jakość powietrza [49, 141, 193], Ponadto, ochrona środowiska po­
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szczególnych państw przed zanieczyszczeniami powietrza atmosferycznego musi być 
realizowana we współpracy z innymi krajami, substancje chemiczne bowiem mogą się 
przemieszczać na duże odległości od źródła ich powstania. Dane o stężeniach po­
szczególnych zanieczyszczeń powietrza zbierane są w Systemie Informacji o Zarzą­
dzaniu Powietrzem - AMIS (ang. Air Management Information System). System ten 
tworzony jest przez Światową Organizację Zdrowia — WHO (World Health Organiza- 
tion) na podstawie informacji dostarczanych przez państwa członkowskie. Zbierane są 
tam dane o średniorocznych, maksymalnych i średnio 24 h stężeniach takich zanie­
czyszczeń, jak: CO, SO2, NO2, O3, pył zawieszony i Pb. Badania jakości powietrza 
w Polsce są prowadzone według Narodowego Systemu Badania Środowiska na po­
ziomie sieci punktów pomiarowych państwowych, regionalnych i lokalnych. Istnieją 
dwie ogólnokrajowe sieci: ogólnokrajowa sieć stacji pomiarowych zarządzana przez 
Państwową Inspekcję Ochrony Środowiska (PIOŚ), nadzorowana przez Instytut 
Ochrony Środowiska oraz sieć podległa Państwowym Inspektoratom Pracy (PIP), 
nadzorowana przez Instytut Medycyny Pracy w Łodzi [98, 141, 177].

3.4. Biologiczne metody oceny aktywności mutagennej 
pyłowych zanieczyszczeń powietrza

Przed 1980 rokiem zagrożeniami związanymi z zanieczyszczeniem powietrza zaj­
mowano się jedynie na podstawie monitoringu fizyczno-chemicznego. Podejście takie 
pozwalało tylko na określenie stężenia wybranych, znanych związków chemicznych 
występujących w powietrzu i umożliwiało przybliżoną ocenę zagrożenia zdrowotne­
go. W ten sposób nie można było bowiem określić wypadkowego działania złożonej 
mieszaniny zanieczyszczeń powietrza na organizm żywy. Najlepszym rozwiązaniem 
jest zastosowanie monitoringu biologicznego. Za pomocą monitoringu można wyka­
zać działanie synergistyczne (łączny efekt działania mieszaniny jest większy od sumy 
działania jej składników), addytywne (łączny efekt działania mieszaniny jest równy 
sumie efektów działania poszczególnych składników) lub antagonistyczne (łączny 
efekt działania mieszaniny jest mniejszy od sumy działania poszczególnych składni­
ków) wieloskładnikowej mieszaniny związków chemicznych. Wśród metod biolo­
gicznych wyróżniamy: testy krótkoterminowe, długoterminowe badania prowadzone 
na zwierzętach eksperymentalnych i badania epidemiologiczne. Badania epidemiolo­
giczne są najbliższe rzeczywistemu efektowi działania zanieczyszczeń. Za pomocą 
tych badań można ustalić, czy wśród ludzi narażonych na dany związek chemiczny 
stwierdza się większą zachorowalność i umieralność na nowotwory. Badania te są 
wiarygodne w przypadku obserwacji odpowiednio licznych populacji, narażonych na 
stosunkowo duże stężenia badanych związków w odniesieniu do populacji nienarażo- 
nych na badane zanieczyszczenia. Muszą też uwzględniać odpowiednio długi czas od 
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początku ekspozycji do pojawienia się nowotworu, który w pewnych przypadkach 
wynosi nawet 20-30 lat. W badaniach z udziałem zwierząt laboratoryjnych aktywność 
rakotwórcza określana jest przez zdolność wywoływania nowotworów przez badane 
związki w ciągu życia zwierząt laboratoryjnych. Badania te, bardzo przydatne, są jed­
nak kosztowne i czasochłonne. Mogą trwać przez dwa, trzy lata i wymagają użycia 
kilkuset zwierząt doświadczalnych (myszy, szczury), przez co budzą kontrowersje 
natury etycznej. Wobec wprowadzania, przez człowieka, do środowiska naturalnego 
setek nowych substancji rocznie, jedynie mała część z nich może być przebadana na 
zwierzętach. Stąd też do wstępnej oceny genotoksyczności związków chemicznych 
stosuje się testy przesiewowe (krótkoterminowe), które nie wymagają wykorzystywa­
nia zwierząt doświadczalnych [87, 88, 111].

Podstawową rolę w wywoływaniu nowotworów u ludzi przez związki chemiczne 
odgrywają zaburzenia w strukturze i funkcjonowaniu DNA. Jest to proces wieloeta­
powy, trwający wiele lat, na który ma wpływ dużo czynników. Końcowy wynik dzia­
łania związku rakotwórczego, powstanie nowotworu, obejmuje dwie sekwencje zda­
rzeń: konwersję nowotworową! rozwój nowotworu. W pierwszym etapie dochodzi do 
zaburzenia ekspresji cech komórki na skutek interakcji związku chemicznego lub jego 
reaktywnego metabolitu z materiałem genetycznym, a w drugim etapie komórka 
zmieniona nowotworowo ulega progersji pod wpływem działania czynników modyfi­
kujących i proliferacji do formy nowotworu złośliwego. Związki rakotwórcze dzieli 
się na dwie główne grupy: genotoksyczne i epigenetyczne. Związki genotoksyczne 
mają zdolność do wiązania się z DNA komórki, naruszania jego struktury i funkcji lub 
systemów jego naprawy. Powodują różnego typu uszkodzenia materiału genetycznego 
komórek w postaci mutacji genowych, chromosomowych i genomowych. Mają one 
charakter mutacji indukowanych, w odróżnieniu od naturalnych mutacji spontanicz­
nych. Uszkodzenia te, jeśli nie zostaną naprawione, mogą prowadzić do rozwoju cho­
rób nowotworowych. Natomiast związki epigenetyczne, których działanie związane 
jest z drugą fazą procesu nowotworowego, nie łączą się z materiałem genetycznym, 
a podstawą ich rakotwórczego działania są takie procesy jak: cytotoksyczność, chro­
niczne uszkadzanie tkanek, zaburzenia hormonalne, immunologiczne czy aktywność 
promocyjna [187]. Wszystkie związki chemiczne, które powodują uszkodzenia DNA, 
prowadzące do mutacji czy rozwoju nowotworów, określane są jako genotoksyczne. 
Genotoksyczność utożsamiana ze szkodliwym działaniem na materiał genetyczny nie­
koniecznie musi być związana z działaniem mutagennym. Może prowadzić do uszko­
dzeń DNA przy braku bezpośrednich dowodów na powstanie mutacji. Z kolei muta­
genność oznacza wywoływanie trwałych i dziedzicznych zmian w ilości lub budowie 
materiału genetycznego komórki [88].

Prawie wszystkie testy krótkoterminowe oparte są na wykrywaniu mutacji geno­
wych, uszkodzeń chromosomów, czy uszkodzeń lub zaburzeń naprawy DNA, a także 
powstawania adduktów (trwałych wiązań substancji chemicznych lub ich metabolitów 
z DNA). Znanych jest kilkadziesiąt testów pozwalających praktycznie na wykrycie 
wszystkich typów uszkodzeń materiału genetycznego [41, 88, 177]. Za pomocą testów 
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krótkoterminowych można przeprowadzić badania w krótkim czasie i szybko oszaco­
wać wyniki. Testy te prowadzi się w układach in vitro (hodowle komórek roślinnych, 
zwierzęcych i ludzkich, czy też makromolekuł, takich jak białko czy DNA) oraz 
w układach in vivo, za pomocą organizmów o różnej złożoności biologicznej: od bak­
terii po rośliny wyższe i zwierzęta. Jest to możliwe dzięki uniwersalności DNA jako 
materiału genetycznego. Dlatego stwierdzenie genotoksycznego działania związku 
chemicznego w stosunku do jednego gatunku może sugerować podobny efekt w sto­
sunku do innych gatunków [177]. Wiadomo, że istnieje duża korelacja miedzy aktyw­
nością genotoksyczną związków chemicznych w testach krótkoterminowych a ich 
potencjalną aktywnością rakotwórczą w odniesieniu do ssaków [141], Żadna metoda 
nie jest jednak idealnym systemem badawczym. Krótkoterminowe testy nie zastąpią 
badań długoterminowych na zwierzętach doświadczalnych i analiz epidemiologicz­
nych. Powinny one służyć do wstępnej selekcji związków chemicznych do dalszych 
badań. Istnieją także związki chemiczne, które nie mogą zostać wykryte testami na 
mutagenność, mechanizm bowiem ich działania jest inny niż związków mutagennych. 
Należy o tym pamiętać w ocenie wyników testów krótkoterminowych. Zestawy te­
stów przeznaczonych do oceny potencjalnej mutagenności i rakotwórczości substancji 
chemicznych powinny uwzględniać badanie możliwie największej liczby końcowych 
efektów genetycznych. Tylko wyniki uzyskane w doświadczeniach wielotestowych 
pozwalają na dokładną identyfikację większości związków o działaniu mutagennym 
i kancerogennym [41]. Minimalne zestawy testów krótkoterminowych muszą być zło­
żone z testu na mutacje, np. w bakteriach oraz testu na uszkodzenia materiału gene­
tycznego w komórkach somatycznych ssaków. Podstawowy zestaw testów polecany 
przez Organizację Współpracy Gospodarczej i Rozwoju (OECD - Organization for 
Economic Cooperation and Development) składa się z pięciu testów, których wiary­
godność została potwierdzona doświadczalnie. W zestawie takim powinien znaleźć się 
test bakteryjny (np. Salmonella') oraz test do oceny indukcji strukturalnych aberracji 
chromosomowych (np. test mikrojądrowy na komórkach szpiku kostnego czy test 
analizy chromosomów w hodowlach komórek ssaków) [177],

3.4.1. Testy z użyciem bakterii

Bakterie okazały się najbardziej odpowiednie do oceny mutagennego działania 
związków chemicznych i próbek środowiskowych. Bakterie charakteryzują się ni­
skim poziomem mutacji spontanicznych; ulegają częstym podziałom, przez co mogą 
w ciągu kilku godzin namnożyć się w dużej ilości; mają prostą budowę; pojedynczą 
kolistą cząsteczkę DNA, która jest łatwo dostępna dla związków chemicznych. Pro­
cesy biochemiczne i genetyczne bakterii są bardzo dobrze poznane, przez co możli­
we jest wyhodowanie lub skonstruowanie, na drodze inżynierii genetycznej, odpo­
wiednio wrażliwych na badane mutageny szczepów testowych. Bakterie nie mają 
jednak enzymów zdolnych do aktywacji metabolicznej związków chemicznych, cha­
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rakterystycznej dla organizmów ssaków. W celu stworzenia warunków zbliżonych 
do tych, jakie istnieją w tych organizmach, do testów dodaje się najczęściej frakcję 
S9 zawierającą enzymy mikrosomalne wyizolowane z wątroby szczura indukowane­
go mieszaniną węglowodorów aromatycznych. Wątroba jest podstawowym organem 
uczestniczącym w aktywacji i detoksykacji związków chemicznych. Związki che­
miczne ulegają w organizmie różnym przemianom, w wyniku których tworzy się 
kilka, a nawet kilkanaście metabolitów. Przemiany te mogą prowadzić zarówno do 
detoksykacji, czyli do pozbawienia właściwości toksycznych, jak i do aktywacji, 
w wyniku której dochodzi do powstania aktywnych metabolitów mogących reago­
wać z materiałem genetycznym, powodując mutacje. Działanie nowotworowe pro- 
mutagenów jest więc wypadkową procesów aktywacji i detoksykacji, jakim ulegają 
one w organizmie [41, 55, 68, 80, 97, 162, 163, 177, 187, 195, 217]. Tak więc 
wszystkie testy bakteryjne składają się z dwóch elementów: docelowej komórki 
bakteryjnej oraz układu metabolizującego [41].

Odnoszenie wyników badań z modeli bakteryjnych na ludzi jest dużym uproszcze­
niem, jednak istnieje na ogół duża korelacja między kancerogennością stwierdzoną 
w bezpośrednich badaniach na zwierzętach a mutagennością wykazywaną przez testy 
bakteryjne [88, 95, 135, 183].

3.4.I.I. Test Salmonella (Amesa)

W badaniach nad oceną mutagenności zanieczyszczeń środowiskowych najszersze 
zastosowanie znalazł bakteryjny test Salmonella (test Amesa), opracowany w latach 
70. XX wieku przez amerykańskiego profesora Bruca Amesa. Test Amesa opiera się 
na sprawdzeniu, czy badany materiał powoduje mutację powrotną (rewersję) specjal­
nych histydynozależnych (his-) szczepów bakterii Salmonella typhimurium LT2. Test 
ten jest szybką, ekonomiczną i dającą wiarygodne wyniki metodą in vitro stosowaną 
do wykrywania właściwości mutagennych za pomocą dobrze scharakteryzowanych 
genetycznie bakteryjnych organizmów testowych. Prognozowanie potencjalnie 
rakotwórczych substancji chemicznych w teście Salmonella jest określone na ok. 90% 
[74, 87, 88, 142, 143].

Bakterie Salmonella typhimurium, w naturze, wywołują choroby zakaźne u zwie­
rząt i zatrucia pokarmowe u człowieka. Szczepy używane w teście są zmutowane 
w kilku miejscach genomu, przez co:

• mają mniejszą zjadliwość, czyli zdolność do wywoływania chorób,
mają uszkodzoną ścianę komórkową, co czyni ją bardziej przepuszczalną dla du­

żych cząsteczek,
• mają ograniczoną zdolność do naprawy uszkodzeń w DNA, co znacznie zwięk­

sza ich czułość na działanie mutagenne,
• są mutantami pokarmowymi wymagającymi do wzrostu obecności histydyny 

i biotyny,



28 Katarzyna Piekarska

• szczepy te pozwalają dokładnie określić zmiany indukowane w DNA w wyniku 
działania badanego związku chemicznego [87, 88].

Wprowadzenie mutacji do operonu histydyny szczepu wyjściowego LT2 pozba­
wiło szczepy testowe zdolności do syntezy tego aminokwasu. Są one więc histydyno- 
zależnymi (his-) auksotrofami. Do swojego wzrostu potrzebują obecności w podłożu 
hodowlanym histydyny i biotyny. Pod wpływem obecności czynnika mutagennego 
mogą jednak ulec mutacji powrotnej (rewersji), która przywróci im zdolność do synte­
zy tego aminokwasu. Wzrost szczepów testowych w obecności badanej próbki, na 
podłożu bez histydyny, świadczy więc o obecności w niej związków o charakterze 
mutagennym. Szczepy testowe różnią się typem mutacji w operonie histydynowym, 
dzięki temu możemy stwierdzić, jakiego typu zmiany w DNA powoduje badana prób­
ka. Spośród wielu szczepów testowych najczęściej używane są Salmonella typhimurium: 
TA97, TA98, TA100, TA102, TA104, TA1535 i TA1538. Szczepy TA98 i TA1538 mają 
mutację hisD3052, szczep TA1537 hisC3076, a szczep TA97 hisD6610. Mutacje te 
związane są ze zmianą ramki odczytu (ang. frameshifts). Za ich pomocą można wy­
kryć mutageny powodujące wypadnięcie pary zasad (delecja) lub wstawienie pary za­
sad (insercja). Takie zmiany w DNA zmieniają fazę odczytu podczas translacji i w efekcie 
mogą wywołać zmiany w syntetyzowanych białkach. Mutacja hisD3052 umożliwia na 
przykład wykrycie takich mutagenów, jak 2-nitrofluoren i różnych aromatycznych 
nitrozowych i aminowych pochodnych. Z kolei szczepy TA100 i TA1535 (hisG46) 
wykrywają substancje mutagenne powodujące zamianę jednej pary zasad na inną 
(ang. base-pair substitution). W pozostałych dwóch szczepach, TA102 i TA104, 
wprowadzono mutację hisG428 (mutacja ochrę), wykrywającą mutacje typu tranzycji 
i transwersji. Mutacja ta została wprowadzona do genomu szczepu TA104, natomiast 
do szczepu TA102 została wprowadzona na plazmidzie pAQl. Szczepy te są bardziej 
wrażliwe na działanie związków utleniających. Dodatkowo szczep TA102 pozwala 
wykryć związki wprowadzające wiązania krzyżowe w DNA. Szczepy Salmonella ty- 
phimurium, oprócz mutacji w genach operonu histydynowego, mają dodatkowe muta­
cje zwiększające ich wrażliwość. Większą wrażliwość testu otrzymano po wprowa­
dzeniu do genomu bakterii rfa mutacji powodującej zwiększenie przepuszczalności 
ściany komórkowej dla związków chemicznych o dużych cząsteczkach, np. ben- 
zo[a]pirenu. Z kolei delecja zluvrB, u szczepów TA97, TA98 i TA100, powoduje 
zmniejszenie zdolności naprawy uszkodzeń DNA poprzez wycinanie uszkodzonych 
fragmentów i wstawianie prawidłowych (system reperacji, który działa bezbłędnie). 
Pozwalają więc na stwierdzenie indukcji uszkodzeń usuwanych przez system naprawy 
przez wycinanie. Z przyczyn technicznych, oprócz genu B, wycięto także gen kodują­
cy syntezę biotyny. Szczepy testowe mają także uwydatniony system popełniający 
błędy (tzw. system SOS) oraz są oporne na ampicylinę. Cechy te osiągnięto po wprowa­
dzeniu do komórek bakterii plazmidy pKMIOl (czynnik R) [24, 41, 88, 131, 142, 143].

Testowe szczepy bakterii powinny być regularnie sprawdzane czy zachowują 
swoje charakterystyczne cechy genetyczne: wymagania, jeżeli chodzi o aminokwasy, 
stopień spontanicznej rewersji (kontrola negatywna), wrażliwość na mutageny diagno­
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styczne (kontrola pozytywna), obecność plazmidów, obecność błony komórkowej 
i mutacji dotyczącej reperacji DNA [88].

Na bazie szczepów macierzystych, metodami inżynierii genetycznej, konstruuje 
się wiele ich pochodnych, w celu bardziej selektywnego wykrywania określonych 
grup chemicznych związków mutagennych. Do komórek bakterii najczęściej wpro­
wadza się dodatkowe geny za pomocą plazmidów. W ten sposób do badań wprowa­
dzono szczepy będące pochodnymi szczepu TA98-YG1021, YG1024 i YG1041 oraz 
szczepy wywodzące się z TA100-YG1026, YG1029 i YG1042. Do szczepów tych 
wprowadzono plazmidy niosące zwielokrotnione kopie enzymów biorących udział w 
metabolizmie nitroarenów i amin aromatycznych. Do szczepów YG1021 i YG1026 
wprowadzono plazmidy pYG216 związane z nadprodukcją nitroreduktazy. Mają 
więc one zwiększoną wrażliwość na nitrowe pochodne WWA, zanieczyszczenia 
powstające w procesach niepełnego spalania paliw. Istnieją jeszcze szczepy pozba­
wione nitroreduktazy, np. TA98NR, które są nieczułe na nitroareny. Szczepy 
YG1024 i YG1029 mają plazmidy pYG219 z genem na O-acetylotransferazę. En­
zym ten ma zdolność aktywacji aminowych pochodnych WWA i nitroarenów. Od­
mianą jest szczep TA98/1,8-DNP6, pozbawiony aktywności O-acetylotransferazowej, 
przez co niewrażliwy na nitrowe i aminowe pochodne WWA. Z kolei do szczepów 
YG1041 i YG1042 wprowadzono plazmidy pYG233 związane zarówno z nadpro­
dukcją nitroreduktazy i O-acetylotransferazy [65, 142, 143, 195, 204-207]. Na bazie 
szczepu testowego TA100 powstał także zbiór sześciu szczepów TA7001-TA7006 
(TA700x - Amess II Assay), przydatnych w badaniach nitroWWA, udoskonalonych 
pod kątem wykrywania mutagenów powodujących zamianę jednej pary zasad na 
inną [52, 143],

Większość tych szczepów stosuje się w badaniach dotyczących działania muta­
gennego zanieczyszczeń pyłowych powietrza atmosferycznego, mają bowiem one 
zwiększoną wrażliwość na związki chemiczne obecne w tym środowisku [1, 21, 23, 
111, 180]. Badania przeprowadzone przez wielu badaczy testem Salmonella wskazują 
na zgodność jego wyników z innymi testami, na dużą korelację pomiędzy stężeniami 
związków z grupy WWA w powietrzu a efektem mutagennym w tym teście oraz na 
zależność między wynikami testu a zachorowalnością i śmiertelnością szczurów 
z powodu nowotworów płuc [22, 24, 59, 60, 73, 133, 194, 196],

W badaniach próbek powietrza, rzadko, wykorzystuje się też szczep Salmonella 
typhimurium TM677 niezdolny do wzrostu w obecności 8-azaguaniny (8-AG). Pod 
wpływem związków o działaniu mutagennym dochodzi w nim do mutacji postępowej 
w genie transferazy fosforybozylo-ksantynoguaninowej. Wtedy szczep staje się od­
porny na działanie 8-AG i może rosnąć w obecności tego związku. Szczep ten stosuje 
się do wykrywania obecności mutagenów działających utleniająco i nitro- pochodnych 
[24, 69, 192],

Według wytycznych OECD (1997) wyniki testu Salmonella uważa się za pozy­
tywne, jeżeli występuje zależny od stężenia w badanym zakresie lub powtarzalny 
w jednej lub kilku badanych dawkach wzrost liczby kolonii rewertantów na płytkę 
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[88, 141], W analizie wyników uzyskanych testem Amesa określa się więc liniową 
zależność dawka-odpowiedź, a określone testem działanie mutagenne może być 
przedstawione jako: MR - współczynnik mutagenności, AM - aktywność mutagenna 
lub M - mutagenność [88, 167, 199].

• Współczynnik mutagenności MR, określany jest jako stosunek średniej liczby re- 
wertantów szczepu testowego Salmonella typhimurium indukowanych przez czynniki 
mutagenne zawarte w dawce (di) do średniej liczby rewertantów spontanicznych. 
W analizie uzyskanych wyników za pozytywny dla danej próbki uznaje się każdy 
przypadek pojawienia się co najmniej dwukrotnie większej od spontanicznej rewersji 
indukowanej do prototrofii mutagenów żywieniowych Salmonella typhimurium, tzn. 
gdy współczynnik mutagenności MR jest większy bądź równy 2 [88, 200].

• Aktywność mutagenna AM, tzw. względny współczynnik aktywności mutagennej 
oznacza aktywność mutagenną indukowaną przez określoną zależną od rodzaju próbki 
objętość, dla powietrza jest to 1 m3. AM/m3 jest to iloraz różnicy liczby rewertantów 
w 1 m3 badanej próbki powietrza i liczby rewertantów w kontroli negatywnej do licz­
by rewertantów w kontroli negatywnej. Próba jest mutagenna, jeśli AM > 2, niemuta- 
genna, gdy AM < 2 i słabo mutagenna, jeśli AM znajduje się w przedziale między 
wartością 1 a 2 [141].

• Mutagenność M, liczba rewertantów indukowana przez 1 m3 badanej próbki po­
wietrza [141, 200],

W wielu opublikowanych pracach, opisujących wyniki testu Amesa, autorzy na 
podstawie statystycznych analiz wykorzystują modele matematyczne do aproksymacji 
krzywej zależności dawka-odpowiedź [14, 19, 39, 40, 113, 130]. Przed przystąpie­
niem do analizy wyników, czyli jeszcze na etapie badań, ocenia się, czy uzyskane da­
ne układają się w postaci charakterystycznej krzywej zależności dawka-odpowiedź, 
która ma następujący przebieg:

• małe dawki badanej próbki (małe stężenie próbki) - krzywa dawka-odpowiedź 
rośnie liniowo, wraz ze wzrostem dawki (większe stężenie badanej próbki) zwiększa 
się mutagenność;

• duże dawki (stężenia) - w pewnym momencie wraz ze wzrostem dawki (stęże­
nia) następuje załamanie krzywej i od tego momentu maleje ona wraz ze wzrostem 
dawki (stężenia) - konsekwencja wpływu toksycznego badanej próbki (efekt toksycz­
ny) [131],

Określając liczbę rewertantów w 1 m3 (M), należy określić czy do analizy będą 
brane wszystkie punkty tworzące krzywą zależności dawka-odpowiedź, czy też tylko 
początkowa część tej krzywej - odcinek prostoliniowy. Według większości autorów 
do analizy wyników uzyskanych testem Amesa należy brać wszystkie punkty tworzą­
ce krzywą. Tylko nieliczni autorzy biorą pod uwagę początkową liniową część krzy­
wej i ograniczają analizę statystyczną wyłącznie do małych dawek (małych stężeń) 
badanej próbki [14, 130]. Ocenę dopasowania otrzymanych wyników do założonego 
modelu liniowej zależności dawka-odpowiedź można przeprowadzić metodą naj­
mniejszych kwadratów, wykorzystując analizę regresji oraz analizę wariancji lub me­
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todę maksymalnego prawdopodobieństwa zaproponowaną przez Bernstein i in. [14, 
131, 141], z założonym ryzykiem błędu p równym lub poniżej 0,05. Na podstawie pa­
rametru równania oblicza się liczbę rewertantów indukowanych przez 1 m3 badanej 
próbki powietrza.

Wyniki testu powinno przedstawiać się w postaci współczynnika mutagenności 
MR (jest to prostszy i bardziej czytelny sposób) lub jako aktywność mutagenna AM 
i dodatkowo jako mutagenność M. Podanie wyników jedynie w postaci liczby rewer­
tantów w 1 m3 nie informuje czy w badanej próbce znajdują się związki, które wyka­
zują charakter mutagenny, jak również nie wiadomo, jakie stężenie tej próbki (dawka) 
wykazuje takie właściwości, a o tym właśnie informują wskaźniki MR lub AM. 
NI przedstawieniu wyników testu Amesa należy pamiętać również o podaniu średniej 
wartości rewersji spontanicznej danego szczepu Salmonella typhimurium oraz o śred­
niej liczbie rewertantów uzyskanych po zastosowaniu odpowiednich mutagenów dia­
gnostycznych charakterystycznych dla danego szczepu testowego [200].

3.4.I.2. Inne testy z wykorzystaniem bakterii

1. SOS-chromotest i test Umu. Zasada testu opiera się na uruchomieniu procesu 
naprawy DNA, zwanego systemem SOS, w komórkach bakterii Escherichia coli 
K12 PQ37. Jego uruchomienie wskazuje na uszkodzenie DNA. Następuje to w mo­
mencie pojawienia się sygnału indukującego odpowiedź SOS. W tym momencie 
określony rodzaj uszkodzenia w DNA utrudnia lub zatrzymuje jego replikację. 
W szczepach testowych gen operatora systemu SOS połączono z genem struktural­
nym enzymu /Lgalaktozydazy. W teście mierzy się ekspresję genów systemu SOS 
w kontakcie z badaną próbką. Miarą ich działania jest aktywność /Lgalaktozydazy. 
Dodatkowo szczep testowy pozbawiony jest systemu naprawy uszkodzeń przez wy­
cinanie (uvrA) oraz ma mutację rfa, związaną z uszkodzeniem ściany komórkowej.

Odmianą SOS-chromotestu jest test Umu. W teście tym wykorzystuje się szczep 
Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002. Zasada jest podobna do SOS-chromotestu. 
Czynniki mutagenne włączają gen Umu. Gen ten jest częścią systemu SOS. Aktyw­
ność /Lgalaktozydazy, enzymu niezwiązanego z systemem SOS, decyduje o obecności 
w badanej próbie czynników genotoksycznych.

Stwierdzono dużą korelację między wynikami otrzymanymi w badaniach SOS- 
chromotestem a wynikami otrzymanymi w teście Salmonella [24, 41, 93, 153, 177],

2. Test MUTATOX™. Alternatywny w stosunku do testu Amesa, należący do 
grupy mikrobiotestów, Mutatox™ (Microbics Corp., Carlsbad, CA, USA) [139] zna­
lazł zastosowanie przede wszystkim w badaniach dotyczących stopnia zanieczyszcze­
nia wód, osadów dennych i gleb [94], Niewiele jest doniesień literaturowych dotyczą­
cych jego zastosowania w badaniach genotoksyczności pyłowych zanieczyszczeń 
powietrza [72, 85, 89].

W teście tym używane są mutanty morskich bakterii luminescencyjnych Vibrio fi- 
scheri, które w trakcie swoich normalnych procesów metabolicznych emitują światło 
w zakresie widzialnym (zjawisko bioluminescencji). Szczepy testowe w wyniku mu-
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tacji zostały pozbawione możliwości emisji światła na skutek represji operonu lumine- 
scencyjnego (genów lux). Pod wpływem czynnika mutagennego, jaki może się znaj­
dować w badanej próbce środowiskowej, bakterie te mogą ulec mutacji powrotnej, 
która przywróci im pierwotną zdolność do emisji światła [139].

3.4.2. Metody cytogenetyczne

Za pomocą testów cytogenetycznych wykrywa się uszkodzenia DNA wywoływane 
działaniem większości mutagenów i kancerogenów prowadzące w efekcie końcowym 
do różnego rodzaju anomalii chromosomowych [41].

3.4.2.I. Test na wykrywanie adduktów w DNA

Test ten pozwala na wykrycie i ilościowe oznaczenie adduktów, czyli trwałych 
wiązań badanych zanieczyszczeń lub ich metabolitów z DNA lub białkami (in vivo 
i in vitroj. Większość genotoksycznych związków chemicznych ma naturę elektrofi- 
lową lub ulega transformacji w organizmie do elektrofilowych metabolitów. Związki 
takie wiążą się kowalencyjnie do zasad w DNA i jeżeli nie zostaną usunięte w wyniku 
działania mechanizmów naprawczych komórki, mogą spowodować powstanie punk­
towych mutacji genowych, które mogą być inicjatorami przekształcenia normalnych 
komórek somatycznych w komórki nowotworowe. U eksponowanych na zanieczysz­
czenia osób i zwierząt addukty DNA mogą być wykrywane w tkankach i komórkach 
krwi oraz w produktach degradacji wydalanych w moczu. Oznaczenia powstałych ad­
duktów przeprowadza się metodami immunologicznymi (testy ELISA, RIA, USERIA; 
opierające się na współzawodnictwie o miejsce wiążące między kontrolnym adduktem 
a adduktem pochodzącym z badanej próbki materiału biologicznego), radioizotopo­
wymi (metoda znakowania 32P w pozycji 5',3'-nukleotydów uzyskanych po enzyma­
tycznej hydrolizie badanego DNA), fizykochemicznymi (testy fluorescencyjne lub 
HPLC, najpierw przeprowadza się hydrolizę kwaśną lub enzymatyczną zmodyfiko­
wanego DNA, a następnie rozdziela produkty za pomocą HPLC i wykrywa, wykorzy­
stując UV lub fluorescencję adduktów) [41, 177]. In vitro przeprowadza się inkubację 
DNA (np. z grasicy cielęcej) z ekstraktem zanieczyszczeń powietrza w warunkach 
tlenowych w obecności lub w nieobecności frakcji S9 oraz w warunkach beztleno­
wych, w atmosferze azotu, w obecności systemu redukcyjnego zależnego od oksydazy 
ksantynowej [26].

Badania pyłowych zanieczyszczeń powietrza przeprowadzane tym testem wykazały 
powstawanie większej liczby adduktów DNA w okresie zimowym na terenach aglomera­
cji miejskich w porównaniu do okresu letniego na terenach nieuprzemysłowionych [10, 
15, 45, 77]. Zaobserwowano tworzenie się adduktów z wieloma związkami występujący­
mi w powietrzu atmosferycznym i ich metabolitami, takimi jak: 9-hydroksybenzo[a]piren, 
benzo[a]piren-r-7,t-8dihydrodiol-t-9,10-epoksyd(±), benzo(b,j,k)fluoranteny, chryzen, 
benz[a]antracen, indeno[c,d]piren, 1-nitropiren, 9-nitroantracen i 3-nitrofluoranten [24].
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Badania przeprowadzone na Górnym Śląsku wykazały także, iż liczba aromatycznych 
adduktów wykrytych w komórkach krwi, u ludzi tam mieszkających, korelowała 
z wynikami takich testów, jak: test na aberracje chromosomowe czy test wymiany 
chromatyd siostrzanych [17]. Badania wykazały przydatność oznaczania obecności 
adduktów DNA jako biomarkerów procesów kancerogenezy [177, 212],

3.4.2.2. Test na wykrywanie aberracji chromosomowych (CA)

Test polega na wykrywaniu aberracji chromosomowych (złamania, translokacje, 
delecje, powstawanie fragmentów acentrycznych, chromosomów policentrycznych), 
które prowadzą do powstania przerw w podwójnych niciach DNA. Brak ciągłości 
DNA może zostać utrwalony. Dochodzi wtedy do wystąpienia złamań chromosomów 
w metafazie, może dochodzić także do interakcji złamanych zakończeń i powstawania 
zmienionych konfiguracji, przejawiających się zmianą ułożenia genów w chromoso­
mach. Test polega na ocenie komórek w stadium metafazy. W tym stadium podziału 
DNA występuje w postaci skondensowanej, dając w mikroskopie świetlnym wyraźny 
obraz chromosomów ułożonych w płaszczyźnie równikowej wrzeciona podziałowego. 
Do wykonania testu stosuje się ludzkie limfocyty krwi obwodowej, fibroblasty płuc 
chomika czy komórki jajowe chomika chińskiego. Związki genotoksyczne powodują 
aberracje tylko wtedy, gdy w komórce następuje replikacja DNA. Testowe komórki 
eksponuje się więc na badane próbki przez okres 1 lub 2 cykli komórkowych, następ­
nie barwi i obserwuje w mikroskopie świetlnym. Aberracje klasyfikuje się na chro- 
matydowe, gdy obejmują jedną chromatydę lub na chromosomowe, gdy obejmują 
obie chromatydy [24, 41, 88, 177]. Test na aberracje nie jest często stosowany w ba­
daniach mutagenności powietrza [11, 17, 24, 63, 64, 146],

3.4.2.3. Test na wykrywanie wymiany chromatyd siostrzanych (SCE)

W teście obserwuje się wzajemne, symetryczne wymiany fragmentów pomiędzy 
identycznymi sekwencjami DNA obu chromatyd w chromosomie. Wymiana siostrza­
nych chromatyd zachodzi w miejscach replikacji DNA i może być indukowana przez 
związki mutagenne wiążące się kowalencyjnie z DNA i zaburzające proces replikacji. 
Wzrost częstości wymiany chromatyd siostrzanych jest wskaźnikiem genotoksyczno- 
ści badanych substancji. Dodanie do hodowli bromodezoksyurydyny (BrdU), która 
wbudowuje się zamiast tymidyny do nowo syntetyzowanej nici DNA i przeprowadzenie 
odpowiedniego barwienia umożliwia obserwowanie SCE pod mikroskopem. Najczę­
ściej stosuje się dwa modele SCE: in vitro w limfocytach ludzkich i in vivo w komór­
kach szpiku kostnego myszy [24, 88, 177]. W badaniach zanieczyszczeń powietrza 
najczęściej wykorzystuje się linie komórkowe pochodzące z różnych części układu 
oddechowego ssaków i człowieka (komórki nabłonka tchawicy lub oskrzeli), świeże 
limfocyty krwi obwodowej, rzadziej wykorzystuje komórki jajowe chomika chińskie­
go czy rośliny [24], Wielu badaczy dokonuje oceny czynników genotoksycznych wy­
stępujących w powietrzu atmosferycznym testem SCE, porównując otrzymane wyniki 
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z testem CA, testem mikrojądrowym i testem Salmonella. Test wymiany chromatyd 
siostrzanych jest rekomendowany do zestawu biotestów badających efekty genotok- 
syczne pyłów zawieszonych [11, 17, 47, 64, 93, 114, 140, 184, 185, 186], Tego typu 
badania prowadzono w kilku miastach śląskich, stosując linie komórek płucnych V79 
chomika. Pod wpływem badanych zanieczyszczeń wzrastała liczba indukowanych 
wymian chromatyd siostrzanych, a ich wzrost zależał od stężenia ekstraktów. Stwier­
dzono najsilniejszy efekt cytotoksyczny pod wpływem próbek pochodzących 
z miejscowości najsilniej uprzemysłowionych (Katowice, Dąbrowa Górnicza, Sosno­
wiec) [177],

3.4.2.4. Test mikrojądrowy

Test mikrojądrowy jest metodą stosowaną w warunkach in vivo i in vitro. Wykry­
wa pęknięcia chromosomów i uszkodzenia wrzeciona podziałowego. Materiał do ba­
dań stanowią populacje dzielących się komórek, np. erytrocyty szpiku kostnego czy 
śledziony albo erytrocyty krwi obwodowej myszy, chomików czy szczurów. Uszko­
dzenia wrzeciona podziałowego prowadzą do powstania mikrojąder zawierających 
fragmenty chromosomów lub całych chromosomów, które są wbudowywane do po­
wstających w telofazie jąder potomnych. W przypadku badań in vivo podaje się testo­
waną próbkę zwierzętom drogą doustną, dootrzewną lub inhalacyjną. Po określonym 
czasie (24, 48 i 72 h) pobiera się szpik i wykonuje rozmazy komórkowe, barwi i anali­
zuje erytrocyty pod mikroskopem. Do testów przeprowadzanych in vitro wprowadza 
sie dodatkowo enzymy mikrosomalne (frakcja S9), aby warunki przeprowadzania te­
stu były zbliżone do tych zachodzących w organizmach ssaków [41, 177]. Ekstrakty 
z pyłów zawieszonych powodowały wzrost częstości powstawania mikrojąder w szpi­
ku kostnym myszy BALB/c in vivo, natomiast test ten przeprowadzany, in vitro, 
w hodowlanych limfocytach krwi obwodowej człowieka dla ekstraktów spalin z silni­
ków wysokoprężnych pokazał, iż zanieczyszczenia te wywoływały utratę całego 
chromosomu [18, 24, 93, 125, 218]. Wykazano również, że prekursory fenoli (np. po- 
lifenole) występujące w dymie tytoniowym wykazują większy poziom genotoksycz- 
ności w porównaniu do innych składników [166], Z kolei badania na Górnym Śląsku 
wykazały indukcję cytogenetycznego efektu w limfocytach u 74 dzieci narażonych na 
środowiskową ekspozycję na WWA i Pb [140].

3.4.2.5. Testy na badanie częstości mutacji 
w hodowlach komórek ssaków in vitro

Testy te umożliwiają określenie częstości występowania mutacji punktowych 
w określonych genach w różnych komórkach ssaków. Zasada polega na tym, że 
efekt genetyczny jest następstwem mutacji w specyficznym locus genu. Do badań 
substancji chemicznych stosowane są trzy linie komórek ssaków: V79 (komórki na­
błonkowe płuc) i CHO (komórki nabłonkowe zarodków) pochodzące z chomika 
chińskiego oraz L5178 (komórki chłoniaka) z myszy. Najczęściej w tych komórkach 
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bada się częstość mutacji w loci kinazy tymidynowej (TK), transferazy hipoksanty- 
no-guanino-fosforybozylowej (HPRT) i ATP-azy Na+/K+. Wykorzystuje się hodowle 
komórek rosnących na podłożach selekcjonujących mutanty, zawierających czynnik 
działający toksycznie na wszystkie komórki nie będące mutantami. W końcowym 
efekcie przeżywają tylko zmutowane komórki, tworząc kolonie. Systemy identyfiku­
jące TK i HPRT pozwalają wykrywać mutacje typu zmiany zasady, zmiany ramki od­
czytu oraz delecje, natomiast system ATP-azy Na7K+ identyfikuje mutacje typu 
zmiany zasady [24, 41, 88],

Tego typu testami badano produkty reakcji naftalenu i fenantrenu zachodzące 
w atmosferze. Okazało się, iż nitrowe pochodne tych związków były bardziej muta­
genne od związków macierzystych. Indukowały one większą częstość mutacji TK 
w badaniach z wykorzystaniem ludzkich komórek linii B-limfoblastoidalnych MCL-5. 
[24,58,81].

3.4.3. Testy na organizmach eukariotycznych

3.4.3.I. Testy z zastosowaniem drożdży

Najczęściej stosowane w badaniach mutagenności zanieczyszczeń są szczepy 
drożdży piekarskich Saccharomyces cerevisiae i Saccharomyces pombe. Komórki 
drożdży wykazują duże podobieństwo do komórek organizmów wyższych pod wzglę­
dem wewnętrznej struktury komórkowej. Szczepy drożdży pozwalają określić, czy 
badane zanieczyszczenia indukują mutacje punktowe w DNA jądrowym i mitochon- 
drialnym, czy powodują aneuploidie chromosomowe podczas mitozy i mejozy lub re­
kombinacje w obrębie genów i między nimi [41, 88, 177], Do oceny mutagennego 
działania zanieczyszczeń powietrza używa się szczepy Saccharomyces cerevisiae 
XV185-14C i D7. Pierwszy umożliwia wykrywanie mutacji genowych, a drugi bada­
nie mitotycznego crossing-over, konwersji genowej i mutacji punktowych [24], Bada­
nia prowadzone we Włoszech wykazały występowanie sporadycznych mutacji punk­
towych w mitochondrialnym DNA, mitotycznej konwersji genowej i rewersji mutacji 
pod wpływem działania zanieczyszczeń zaadsorbowanych na pyłach zawieszonych 
[175]. Test drożdżowy bywa także używany jako uzupełnienie testu Amesa, w którym 
nie uzyskuje się wyników dodatnich. Badania przeprowadzone z pyłami, pobranymi 
na terenie Wrocławia, wywołującymi efekt mutagenny w teście Amesa, nie wykazały 
rewersji mutacji w teście drożdżowym [91, 93].

3.4.3.2. Test SMART

Test ten, wykorzystujący somatyczne komórki muszki owocowej Drosophila mela- 
nogaster, wykrywa mitotyczne rekombinacje i konwersję genów. Objawiają się one de­
formacjami włosków na skrzydłach. Stanowi on, najczęściej, uzupełnienie testów bak­
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teryjnych. Muszki owocowe mają enzymy związane z cytochromem P-450 (np. 
oksygenazę zależną od cytochromu P-450), mają więc zdolność do metabolizowania 
promutagenów do związków aktywnych genetycznie. Stwarza to możliwość przeno­
szenia wyników uzyskanych w tym teście, z dużym prawdopodobieństwem na ssaki. 
Efekty rekombinacji somatycznych, zachodzących podczas przeobrażania się larw 
muszki, obserwuje się na skrzydłach muszki jako „plamki” o podwójnym fenotypie 
mwh (obserwacja komórek, z których wyrasta po kilka włosków) i flr (obserwacja 
komórek, z których wyrasta pojedynczy zdeformowany włosek) lub pojedynczym 
mwh, w zależności od miejsca, w którym wystąpiła rekombinacja [41, 88, 93, 115, 
116, 177]. Test SMART był wykorzystywany do badania mutagenności WWA, ich 
nitrowych pochodnych i ekstraktów próbek pyłów znajdujących się w powietrzu at­
mosferycznym pochodzących z różnych źródeł [26]. Badania prowadzone w War­
szawie potwierdziły większą aktywność mutagenną pyłów zawieszonych w okresie 
zimowym w centrum miasta. Jednak przeważająca część mutacji wywoływana przez 
badane substancje smołowe nie była efektem działania silnych promutagenów spo­
śród badanych WWA. Nie stwierdzono także działania synergistycznego ani sumo­
wania aktywności mutagennej dwu lub większej liczby badanych substancji. Mie­
szaniny substancji wykazywały mniejszą aktywność mutagenną niż podany osobno 
silny mutagen, jakim był benzo[a]piren [115, 116]. Wadą testu SMART jest ko­
nieczność podawania larwom muszek stosunkowo dużej ilości badanej próby, nie­
naturalną, w przypadku badania zanieczyszczeń powietrza, drogą pokarmową [24] 
oraz konieczność stosowania szczepów o wysokim poziomie enzymów aktywują­
cych promutageny [116].

3.4.3.3. Testy z zastosowaniem roślin wyższych

Rośliny wykorzystuje się najczęściej do oceny końcowych efektów działania 
związków obecnych w powietrzu atmosferycznym. Pozwalają one na obserwację 
strukturalnych uszkodzeń chromosomów, wymianę chromatyd siostrzanych, od­
działywanie na segregację chromosomów i ogólne funkcje mitotyczne. Testy są pro­
ste w wykonaniu, a wyniki uzyskuje się w krótkim czasie, jeżeli wykonuje się je 
w warunkach in vitro, omijając ograniczenia związane z cyklem życiowym roślin. 
Nie można jednak porównywać wyników tych testów z wynikami testów z udziałem 
ssaków, ze względu na różnice w budowie komórek roślinnych i zwierzęcych. Testy 
te, przeprowadzane in situ, pozwalają jedynie na ocenę przestrzennego zróżnicowa­
nia mutagenności zanieczyszczeń powietrza w zależności od odległości od punkto­
wych źródeł emisji [24, 41, 89, 93, 109, 128, 138],

Idealną rośliną, najczęściej stosowaną w badaniach mutagenności pyłowych zanie­
czyszczeń powietrza, jest trzykrotka - Tradescantia paludosa [61], Test z tą rośliną od 
1988 roku jest rekomendowany przez Environmental Protection Agency, a od 1991 
roku przez International Program of Chemical Safety (WHO) do wykrywania czynni­
ków mutagennych w powietrzu atmosferycznym [177], Testy polegają na indukcji 
mikrojąder w komórkach macierzystych pyłku i wykrywaniu mutacji genu odpowie­
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dzialnego za barwę włosków pręcików Tradescantia paludosa BNL 4430 oraz po­
wstawanie mutacji letalnych pyłków roślin rosnących na badanym terenie. Badania 
porównawcze wykazały stosunkowo dużą korelację powstawania mikrojąder w ko­
mórkach macierzystych pyłku w porównaniu z uszkodzeniami w limfocytach ludzkich 
[177]. Jest to jednak roślina ciepłolubna, dlatego za jej pomocą nie można badać sezo­
nowej zmienności mutagenności zanieczyszczeń pyłowych powietrza [93, 128, 209]. 
Testy z wykorzystaniem trzykrotki były z powodzeniem stosowane do określenia ge- 
notoksyczności zanieczyszczeń powietrza w wielu miastach Polski. Największą czę­
stość powstawania mikrojąder w kwiatach trzykrotki (test TRAD-MCN) obserwowa­
no w miastach Górnośląskiego Okręgu Przemysłowego w latach 1993-1995 
(Katowice, Dąbrowa Górnicza, Sosnowiec). Stwierdzono także, że zanieczyszczenie 
powietrza, w wybranych punktach znajdujących się w pobliżu ruchliwych ulic, jest 
porównywalne, a czasem nawet większe niż w bliskim sąsiedztwie zakładów przemy­
słowych. Dane te pochodziły z takich miast, jak Warszawa, Poznań, Płock i Włocła­
wek. Badania prowadzone w latach 1996-1998 wykazały także przydatność tego testu 
w monitorowaniu powietrza atmosferycznego w pobliżu takich obiektów, jak wysypiska 
śmieci. Największy procent mikrojąder zauważono w kwiatach trzykrotek rosnących 
na wysypisku odpadów komunalnych w Cour-au-bois w Belgii i w jego najbliższym 
sąsiedztwie. Z kolei test polegający na powstawaniu genowych mutacji somatycznych 
w komórkach włosków pręcików w kwiatach trzykrotki (test TRAD-SHM) był wyko­
rzystywany do oceny genotoksycznego działania zanieczyszczenia powietrza na ru­
chliwych skrzyżowaniach w Płocku i jego okolicach. Badania wskazały na wyraźnie, 
statystycznie istotną, częstość występowania mutacji genowych we włoskach pręci­
ków kwiatowych u roślin eksponowanych na zanieczyszczenia w punktach znacznie 
obciążonych ruchem samochodowym [177]. W 2003 roku Carvalho-Oliveira i inni 
przeprowadzili badania z Tradescantia pallida w okresie trzech dni strajku, który spa­
raliżował Sao Paulo w Brazylii. Zaobserwowali znaczące zmniejszenie indukcji mi­
krojąder w komórkach macierzystych pyłku w tym okresie [27].

3.5. Test Salmonella w badaniach nad mutagennością 
pyłowych zanieczyszczeń powietrza atmosferycznego

Mutagenna aktywność rozpuszczonych ekstraktów pyłów zawartych w powietrzu 
atmosferycznym była badana przez wielu badaczy. Przeprowadzono wiele badań za­
równo w Azji, Europie, jak i w obu Amerykach oraz Nowej Zelandii. Na podstawie 
studiów literaturowych na ten temat można wyciągnąć wnioski dotyczące sposobów 
pozyskania próbek pyłów zawieszonych do testu Salmonella, porównania aktywności 
mutagennej zanieczyszczeń powietrza w różnych częściach świata, reakcji poszcze­
gólnych szczepów testowych na te zanieczyszczenia oraz skuteczności stosowanych 
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procedur testu. Badacze podejmowali także próby oceny wpływu na mutagenność 
powietrza transportu zanieczyszczeń, transformacji atmosferycznej zanieczyszczeń 
oraz identyfikacji ich źródeł [37].

Podstawowym problemem, z powodu którego trudno porównywać poszczególne 
badania, jest sposób przygotowania próbek. Zanieczyszczenia pyłowe powietrza 
zbiera się na odpowiednich filtrach, które następnie są poddawane ekstrakcji za po­
mocą rozpuszczalników organicznych. Najczęściej stosuje się dichlorometan [1, 13, 
16, 30, 47, 70, 101, 106, 108, 119, 160, 197, 213], metanol [4], aceton [2, 26, 28, 49, 
105, 125], heksan [149], benzen [54, 73, 144], toluen [26] lub cykloheksan [47, 89]. 
Niektórzy badacze wykorzystują systemy rozpuszczalników [20, 53, 104, 210]. Po­
jedyncze rozpuszczalniki stosuje się do ekstrakcji szerokiego zakresu związków, 
a ich kombinacje do pozyskania poszczególnych klas związków [48, 73, 121, 169]. 
Dichlorometan wybierany jest najczęściej, gdyż za jego pomocą można pozyskać 
jedynie frakcję organiczną zanieczyszczeń [37]. Dzięki rozdziałowi ekstraktów or­
ganicznych na poszczególne frakcje można przeprowadzać identyfikację klas związ­
ków odpowiedzialnych za efekt mutagenny. Barale i inni [12] przeprowadzili frak­
cjonowanie surowych ekstraktów organicznych pochodzących z cząstek obecnych 
w powietrzu 17 włoskich miast na pięć frakcji. Każdą z nich przebadali, stosując 
szczep TA98. Największą mutagenność wykazywała frakcja polarna, prawdopodob­
nie zawierająca nitroareny, a najmniejszą mutagennością odznaczała się niepolarna 
frakcja neutralna. Dodanie do testu frakcji S9 zwiększało mutagenność z 6 do 20%. 
Z kolei badania przeprowadzone w Czechach (Teplice, Prachatice) [30] nie wyka­
zały działania mutagennego frakcji alifatycznej, natomiast frakcja polarna, zawiera­
jąca nitroWWA, aromatyczne aminy i ketony oraz aromatyczne nitryle, przyczyniała 
się do znacznej mutagenności próbek. Zauważono także, że względny udział róż­
nych frakcji w znacznym stopniu zależy od analitycznego schematu frakcjonowania, 
a dystrybucja „efektu mutagennego” zależy od zastosowanego szczepu, protokołu 
testu oraz od czasu i miejsca poboru próby [3, 37].

Testem Salmonella zbadano również próbki materiałów filtracyjnych służących do 
poboru zanieczyszczeń powietrza. Stwierdzono działanie mutagenne w stosunku do 
szczepu TA98 jedynie w przypadku filtrów pokrytych teflonem. Dla filtrów wykona­
nych z włókna szklanego, polistyrenu i azotanu celulozy nie znaleziono dowodu na 
ich mutagenność [37].

Drugą przeszkodą, która ma wpływ na porównywalność badań, jest rozmiar anali­
zowanych cząstek. Rozmiary badanych cząstek różnią się w zależności od rodzaju sto­
sowanych filtrów i rodzaju próbnika [37]. Część badań prezentuje wyniki dotyczące 
wszystkich cząstek przenoszonych przez powietrze, czyli dotyczące frakcji TSP [1, 
48, 75, 112, 149, 166, 210, 222], inne dotyczą frakcji PM10 [21, 20, 30, 49, 159, 211, 
213] i PM2,5 [28, 45, 59, 157, 213], a najmniej jest doniesień na temat mutagenności 
frakcji UFP [44]. Są także opracowania nieokreślające rozmiaru zebranych cząstek [2, 
53, 89, 104]. Niektórzy badacze posługiwali się próbnikami rozdzielającymi przeno­
szone przez powietrze cząstki poszczególnych frakcji i badali każdą frakcję osobno.
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Okazało się, mimo że masa cząstek pyłu w poszczególnych frakcjach rozmiarowych 
była podobna w różnych okresach pomiarowych, to ich aktywność mutagenna znacz­
nie się różniła [37]. Wykazano także, że wraz ze zmniejszaniem rozmiaru cząstek 
zwiększa się mutagenność, osiągając znaczny poziom w przypadku cząstek o średnicy 
< 0,4 mm [73].

Badania różnią się także sposobem prezentacji wyników. Część z nich przedstawia 
wyniki w postaci mutagenności (M), czyli liczby rewertantów indukowanej przez 1 m3 
powietrza. W publikacji Claxton i inni [37] zebrano badania prowadzone na różnych 
kontynentach, których wyniki przedstawiono w postaci M. Największą liczbę rewer­
tantów otrzymano w badaniach prowadzonych w Ameryce Łacińskiej (Sao Paul, 
Mexico City, Santiago, La Plata, Porto Alegre) [37, 48, 132, 149, 210, 211], Aktyw­
ność mutagenna zanieczyszczeń powietrza w Mexico City i Santiago wahała się 
w granicach od 1 do 779 rewertantów/m3 powietrza [132]. Badania w Azji (Ohmuta, 
Sagamihara, Tokyo, Sapporo, Kaohsiung, Osaka, Chiang Mai i Taichung) [37, 73, 
104, 118, 213] również wykazały szeroki przedział wyników, np. w Taichung City na 
Taiwanie liczba rewertantów wahała się od 120 do 640 na m3, a w Ohmuta w Japonii 
od 5 do 450 rewertantów/m3 [133], Również w wielu krajach europejskich przepro­
wadzono badania zanieczyszczeń powietrza testem Salmonella (Włochy, Hiszpania, 
Czechy, Belgia, Niemcy, Skandynawia, Polska) [2, 16, 20, 28, 37, 49, 50, 51, 53, 59, 
132, 145, 172, 175, 181]. Liczba rewertantów/m3 powietrza uzyskana w Europie była 
zbliżona do tych otrzymanych w Azji. Największą liczbę rewertantów otrzymano 
w badaniach przeprowadzonych w Czechach, od 1 do 320 rewertantów/m3 powietrza 
[16]. Najmniejszą liczbę rewertantów wykryto na terenie USA (Morgantown, Hou­
ston, Berkeley, Buffalo, Boise, Boston) [35, 37, 123, 157]. Największy zakres obser­
wowano w Boise, Idaho, od 5 do 200 rewertantów/m3 powietrza. W pozostałych ba­
daniach nie przekraczały 50 rewertantów/m3 powietrza [37]. Wszystkie przytoczone 
badania prowadzono za pomocą jednego szczepu testowego TA98, ze względu na jego 
małą rewersję spontaniczą oraz dużą wrażliwość na WWA. Wyniki badań sugerują, że 
najbardziej zanieczyszczone regiony znajdują się w Ameryce Łacińskiej, a najmniej 
w Stanach Zjednoczonych. Jednak przy takiej ocenie należy uwzględnić typ regionu, 
zakres i czas prowadzonych badań, temperaturę otoczenia, porę roku, metodykę testu 
i przygotowania próbki oraz szczepy testowe wykorzystywane w badaniach [37, 51]. 
Widać to na przykładzie dwuletnich badań ośmiu punktów pomiarowych Erdingera 
i innych [51] na terenie Baden-Wuerttemberg w Niemczech. Średnia roczna aktyw­
ność mutagenna badanych prób wynosiła od 1 do 27 rewertantów/m3 powietrza. Na­
tomiast największą mutagenność zaobserwowano w miejscach najbardziej zaludnio­
nych, uprzemysłowionych i o bardzo dużym natężeniu ruchu, np. w Karlsruhe 
powyżej 100 rewertantów/m3 powietrza.

Następną trudnością w porównywaniu poszczególnych badań jest zastosowana 
metoda wykonywania testu Salmonella oraz rodzaj użytych szczepów testowych. 
Opracowano wiele modyfikacji procedury standardowego testu Amesa. Wiązało się to 
głównie ze zwiększeniem czułości testu na badane zanieczyszczenia oraz z konieczno­
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ścią pozyskania dużej ilości próbki do wykonania standardowej procedury testu. Po­
szukiwano także zestawu szczepów testowych najbardziej wrażliwych na związki 
chemiczne obecne w zanieczyszczeniach powietrza.

Najczęściej stosowanymi procedurami testu, oprócz standardowej, procedury płyt­
kowej (ang. piąte incorporation assay procedurę) [131], są test preinkubacyjny (ang. 
the preincubation assay) [102] i test w mikrozawiesinie (ang. the Kado Salmonella 
microsuspension assay) [101]. W użyciu jest także spiralny test Amesa (ang. the spiral 
Ames assay), zautomatyzowana wersja testu Salmonella [36]. W teście preinkubacyj- 
nym szczepy testowe są eksponowane na badane zanieczyszczenia przez okres od 20 
do 30 minut w temperaturze 37 °C [142, 143, 189]. Z kolei procedura w mikrozawie­
sinie, stanowi modyfikację płynnej preinkubacji. Modyfikacja ta pierwotnie została 
zastosowana do wykrywania obecności substancji mutagennych w moczu zwierząt 
i ludzi eksponowanych na badane związki chemiczne [99, 100, 101, 102, 103]. Test 
ten wykrywa substancje mutagenne w małej ilości próbki, wykorzystując 10 razy wię­
cej bakterii testowych z zużyciem od 5-10 razy mniejszej ilości enzymów metaboli­
zujących. Korzystając z tej procedury, Kado i inni [101] wykryli aktywność mutagen­
ną w 17 mg ekstraktu substancji smołowych, podczas gdy standardowa procedura 
wymaga około 10 razy większej ilości próbki. W niektórych doniesieniach literaturo­
wych porównywano skuteczność poszczególnych modyfikacji testu. Na ich podstawie 
można stwierdzić, że procedury płynnej preinkubacji i badań spiralnych są bardziej 
czułe w badaniach mutagenności zanieczyszczeń powietrza niż płytkowy test standar­
dowy, lecz ten ostatni daje bardziej powtarzalne wyniki i jego rezultaty lepiej korelują 
ze stężeniami związków mutagennych obecnych w badanych próbkach [30, 37, 46, 
48, 83, 84, 108, 124, 134, 161, 204],

W badaniach organicznych ekstraktów zanieczyszczeń powietrza de Flora i in­
nych [37] wykazano, że szczepy TA1535, TA102, TA104 i TA97 dają wynik nega­
tywny. Natomiast szczep TA98 daje wynik dodatni zarówno w obecności frakcji S9, 
jak i bez niej. Z kolei szczep TA 100 dawał wynik dodatni w obecności frakcji S9. 
Badania prowadzone ze szczepami z serii YG wykazały, że były one bardziej wraż­
liwe na zanieczyszczenia obecne w powietrzu niż szczepy serii TA. Wyniki badań 
potwierdziły pogląd, że za mutagenność powietrza atmosferycznego odpowiadają 
głównie nitrowe pochodne WWA [1, 16, 49, 53, 152, 210, 211], Wykazano także, że 
jeżeli w badanych próbkach powietrza obecne są nitrowe pochodne WWA, lepsze 
rezultaty uzyskuje się, stosując do badań szczepy z serii YG i procedurę płynnej 
preinkubacji. Badacze zalecają więc stosowanie standardowego testu oraz szczepów 
TA98 i TA100 do monitoringu obszarów wiejskich i miejskich, natomiast szczepów 
serii YG i badań preinkubacyjnych, w mikrozawiesinie bądź spiralnych do badań 
mających na celu stwierdzenie czy w badanych próbkach są obecne nitrowe pochod­
ne WWA [23, 28, 37, 59, 182, 210],

Na podstawie studiów literaturowych, dotyczących zanieczyszczeń powietrza z za­
stosowaniem szczepów TA98 i z serii YG, można stwierdzić:
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• występowanie w próbkach WWA, jeżeli otrzymamy większe współczynniki AM 
lub MR w badaniach z udziałem frakcji S9,

• obecność nitroarenów, jeżeli otrzymamy większe współczynniki AM lub MR 
w badaniach bez udziału frakcji S9 dla szczepów YG1021, YG1024 i YG1041 niż dla 
szczepu TA98, oraz słabsze odpowiedzi ze strony tych szczepów w testach z zastoso­
waniem frakcji S9,

• obecność amin aromatycznych i hydroksyloamin, jeżeli otrzymamy większe 
wartości AM lub MR dla szczepów YG1024 i YG 1041 w badaniach z udziałem frak­
cji S9 w porównaniu do badań bez frakcji S9 oraz w porównaniu do badań dla szczepu 
TA98 z udziałem S9 [24].

Test Salmonella stosowany był także do oceny wpływu transportu zanieczyszczeń 
i ich przemian zachodzących w atmosferze oraz identyfikacji źródeł mutagennych za­
nieczyszczeń atmosfery. Bakteryjne testy mutacyjne dobrze nadają się do tych celów, 
tego typu bowiem badania nie mogą być przeprowadzane in vivo czy obserwacjami 
epidemiologicznymi. Drobnocząstkowe zanieczyszczenia powietrza mogą być prze­
noszone na odległość wielu tysięcy kilometrów od źródła, pozostawać w powietrzu 
przez długi czas i w tym czasie podlegać transformacji chemicznej i fotochemicznej 
[37, 53]. Wykazano np., że ekstrakty z filtrów zawierających benzo[a]piren, który ma 
charakter mutagenu pośredniego, poddane w ciemności działaniu NO2 lub ozonu lub 
PAN (azotan nadtlenoacetylowy) miały działanie mutagenne w stosunku do szczepów 
TA98, TA100 i TA1538 w testach wykonywanych bez frakcji [165], Wiele badań 
przeprowadza się także w komorach dymnych. Claxton i Bames [34] poddali spaliny 
pochodzące z silnika diesla wraz innymi substancjami zanieczyszczającymi atmosferę 
(NOX, NO i SO2) ekspozycji ciemnej i fotochemicznej. Stwierdzili, że w zależności od 
warunków ekspozycji (czas, stężenie, współzanieczyszczenia) można zmniejszyć lub 
zwiększyć działanie mutagenne substancji organicznych obecnych w spalinach. Wy­
kazano również, za pomocą testu Salmonella, że pojedyncze, niemutagenne związki 
organiczne (etylen, propylen, toluen), poddane działaniu NOX i O3 oraz promieniowa­
niu UV tworzą mutagenną mieszankę. Test dostarczył także wiele wskazówek doty­
czących źródeł zanieczyszczenia powietrza. Niektóre badania koncentrowały się na 
mobilnych źródłach, czyli na ruchu samochodowym [13, 25, 27, 44, 45, 96, 104, 110, 
211], Badania przeprowadzone w Taichung City na Tajwanie [118] pokazały współ­
zależność pomiędzy stężeniem benzo[g,h,i]perylenu, który jest wskaźnikiem związków 
mutagennych emitowanych z silników diesla i silników benzynowych a działaniem 
mutagennym świadczącym o obecności promutagenów w badanych zanieczyszcze­
niach. Z kolei Villalobos-Pietrini i inni [211] stwierdzili w powietrzu Mexico City 
obecność benzo[g,h,i]perylenu, koronenu i indeno[l,2,3-c,d]pirenu pochodzących 
z emisji silników benzynowych i diesla, a nie z procesów spalania drewna. Zaobser­
wowano także zwiększenie stężenia WWA w okresie grzewczym, z wyjątkiem koro­
nenu i perylenu, co sugeruje, że te dwa węglowodory nie pochodzą z procesów spala­
nia. Z kolei wyniki testu Salmonella, dotyczące mutagenów pośrednich, nie 
korelowały ze stężeniem pyłów frakcji PM10, podczas gdy mutagenność związków 
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działających bezpośrednio z DNA korelowała. Stwierdzono także korelację pomię­
dzy mutagennością a zwiększoną emisją nitroarenów z silników spalinowych pod­
czas trwania smogu. Najczęściej badanymi źródłami zanieczyszczeń powietrza za 
pomocą testu Salmonella były spaliny z silników, emisje pochodzące z systemów 
ogrzewania domów, pył węglowy, emisje przemysłowe i dym z papierosów [44, 56, 
57, 122, 126, 152, 182, 190]. Lewis i inni [122] przeanalizowali ekstrakty organiczne 
pochodzące z obszaru mieszkalnego Albuquerque za pomocą szczepu TA98. Okazało 
się, że wyekstrahowane substancje organiczne pochodziły w 78% (14,8 ng/m3) ze spa­
lania drewna, w 6% (3,0 ng/m3) z emisji spalin z silników samochodowych, a w 6% 
(1,1 ng/m3) pochodziły z innych niezidentyfikowanych źródeł. Aktywność mutagenna 
tych źródeł emisji była następująca: dym powstający podczas spalania drewna 58% 
(18,8 rewertantów/m3), emisje spalin z silników samochodowych 34% (11 rewertan- 
tów/m3) i emisje z innych źródeł 8% (2,5 rewertantów/m3). Inne badania potwierdziły 
te obserwacje [4, 44, 49, 152]. W każdym przypadku dym powstający podczas spala­
nia drewna stanowił największa część ekstrahowanej materii organicznej, a emisje 
z silników spalinowych stanowiły relatywnie niewielką cześć masy organicznej, to 
jednak znacznie przyczyniają się do działania mutagennego próbki.

Jak widać test Salmonella ma bardzo duże zastosowanie w identyfikacji i analizie 
mutagennego działania zanieczyszczeń powietrza. Test ten stosowany jest z powodze­
niem w wielu laboratoriach na świecie. Może być wykonywany z niewielką ilością 
próby, stosuje się szczepy testowe o ściśle scharakteryzowanych cechach genetycz­
nych oraz dokładnie określonych procedurach badawczych, daje szybkie wyniki i jest 
niedrogi w porównaniu z innymi badaniami i metodami analitycznymi. Współczesne 
badania koncentrują się na integracji krótkoterminowych testów z testami długotermi­
nowymi, badaniami epidemiologicznymi, badaniami z zakresu chemii analitycznej 
i metodami poboru oraz przygotowania próbek do badań.



4. Przedmiot i zakres badań

Przedmiotem badań była modyfikacja klasycznej procedury testu Salmonella w celu 
zwiększenia czułości testu na obecne w powietrzu atmosferycznym aglomeracji miej­
skiej zanieczyszczenia o charakterze mutagennym. Zwiększenie czułości testu i obniże­
nie kosztów jego wykonania jest niezwykle ważne, wykrycie bowiem aktywności muta­
gennej organicznych zanieczyszczeń powietrza wymaga pobierania próbek w ilościach 
znacznie większych niż w przypadku analiz fizykochemicznych, co stanowi utrudnienie 
w wprowadzeniu testu do rutynowego monitoringu zanieczyszczeń powietrza.

W celu pełnego wykorzystania możliwości detekcyjnych szczepów bakteryjnych 
stosowanych w teście Salmonella konieczne było określenie optymalnych warunków 
prowadzenia testu dla poszczególnych szczepów testowych. Wykazano znaczne różni­
ce pomiędzy poszczególnymi szczepami dotyczące optymalnego czasu i temperatury 
preinkubacji, stężenia i rodzaju frakcji mikrosomalnej, obecności NADP w składzie 
S9-mix oraz ilości materiału badawczego. Do tej pory nie znaleziono w piśmiennic­
twie opracowania, które pozwoliłoby porównać wyniki różnych modyfikacji procedu­
ry testu Salmonella. Było to możliwe dzięki przeprowadzeniu, w niniejszej pracy, 
ośmiu zmodyfikowanych testów na tych samych dwóch mieszaninach pyłowych za­
nieczyszczeń powietrza. Ze względu na to, że istnieją znaczne różnice w składzie ilo­
ściowym i jakościowym zanieczyszczeń atmosfery w zależności od sezonu poboru 
próbek, badania przeprowadzono na ekstraktach pyłów pobranych w okresie letnim 
i zimowym. Uzyskane informacje, w tak szeroko zakrojonych badaniach, pozwoliły 
na wybór najlepszych procedur testu i szczepów testowych oraz na weryfikację 
otrzymanych rezultatów na dodatkowo pobranym materiale badawczym.

Temat pracy realizowano w trzech kolejnych etapach:

Etap pierwszy
Prace wstępne obejmowały:
1. Pobór próbek pyłów zawieszonych w okresie zimowym na Starym Mieście,
2. Pobór próbek pyłów zawieszonych w okresie letnim na Starym Mieście,
3. Ekstrakcję próbek pyłów pobranych w okresie zimowym i letnim,
4. Badanie zawartości WWA, nitro- i dinitroWWA w ekstraktach pyłów zawie­

szonych,
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5. Sprawdzenie szczepów testowych,
6. Przygotowanie frakcji mikrosomalnych,
7. Oznaczenie optymalnego stężenia frakcji dla klasycznej metody testu Salmonella,
8. Oznaczenie optymalnego stężenia frakcji dla metody testu Salmonella w mody­

fikacji Kado.

Etap drugi
Wytypowanie procedury, która pozwoliłaby na zwiększenie czułości testu Sal­

monella i obniżyła koszty jego wykonania. Badania realizowano z udziałem pyłów 
pobranych na Starym Mieście, na 4 szczepach testowych w obecności frakcji mikro­
somalnej indukowanej Aroclorem 1254 i fenobarbitalem.

W ramach tego etapu przeprowadzono określenie mutagenności ekstraktów pyłów 
pobranych w okresie zimowym i letnim:

• klasycznym testem Salmonella (I),
• klasycznym testem Salmonella bez udziału koenzymu NADP (II),
• klasycznym testem Salmonella bez udziału koenzymu NADP z 10-krotnie więk­

szą ilością bakterii (III),
• klasycznym testem Salmonella z 10-krotnie większą ilością bakterii (IV),
• klasycznym testem Salmonella z zastosowaniem dodatkowo preinkubacji prowa­

dzonej w temperaturze 37 °C (V),
• klasycznym testem Salmonella z zastosowaniem dodatkowo preinkubacji prowa­

dzonej temperaturze 30 °C (VI),
• testem Salmonella w modyfikacji Kado (VII).
• klasycznym testem Salmonella z zastosowaniem dodatkowo preinkubacji pro­

wadzonej temperaturze 37 °C w formie Mini (VIII).

Etap trzeci
Weryfikacja wybranych procedur testu, na podstawie wyników uzyskanych 

w drugim etapie pracy, na ekstraktach pyłów pobranych w zimie, lecie i na wiosnę 
w trzech wybranych punktach miasta (ul. Strachocińska, pl. Grunwaldzki, ul. Norwida).

W badaniach zastosowano następujące procedury testu:
• klasyczny test Salmonella (I),
• klasyczny test Salmonella z zastosowaniem dodatkowo preinkubacji prowadzo­

nej w temperaturze 37 °C (V),
• test Salmonella w modyfikacji Kado (VII).

W testach wykorzystano dwa szczepy testowe (TA98 i YG1041), które w drugim 
etapie badań były bardziej skuteczne w wykrywaniu efektu mutagennego pyłowych 
zanieczyszczeń powietrza oraz frakcję mikrosomalną indukowaną Aroclorem 1254, 
fenobarbitalem i frakcję niepoddaną indukcji.



5. Metody badań

5.1. Pobór próbek pyłów zawieszonych

Materiał do badań stanowiły pyły zawieszone w powietrzu atmosferycznym miasta 
Wrocławia, czwartym pod względem liczby ludności (ok. 635 tys. mieszkańców, ok. 
2,1 tys. os./km2) mieście, w Polsce.

Próbki powietrza pobierano za pomocą wysokoprzepływowego aspiratora powie­
trza firmy Staplex (rys. 2 i 3) na filtry z włókna szklanego. Filtry w aparacie zmienia­
no co 24 godziny, tak długo, aż zebrano cały potrzebny materiał badawczy. Dokładne 
zestawienie danych dotyczących poboru próbek pyłów powietrza podano w tabeli 9.

Próbki pyłów do pierwszego i drugiego etapu badań pobierano na stanowisku 
usytuowanym w dzielnicy Stare Miasto przy placu Nowy Targ, w miejscu o natężo­
nym ruchu samochodowym. Próbki pobierano w sezonie letnim (od maja do września 
2002 r.) i w sezonie zimowym (od listopada do marca 2002/2003). Całkowita liczba 
godzin poboru pyłów w okresie zimowym wynosiła 960, a w okresie letnim 1669.

Trzeci etap pracy był prowadzony na podstawie próbek powietrza pobieranych 
w trzech różnych punktach miasta w następujących okresach:

• latem na przełomie lipca i sierpnia 2005 r. (próbki 1 i 2),
• zimą, w lutym 2006 r. (próbki 3 i 4),
• wiosną na przełomie marca i kwietnia 2007 r. (próbka 5).
Pierwsze stanowisko usytuowane było na obrzeżu Wrocławia (ul. Strachocińska - 

próbki 1 i 3), na obszarze indywidualnej niskiej zabudowy, przy znacznie obciążonej 
trasie wylotowej w kierunku Jelcza. Teren ten nie jest zgazyfikowany i w związku 
z tym przez cały rok w wielu zabudowaniach używane są paleniska domowe. Na 
stanowisku tym pyły pobierano przez 67 godzin w lecie (1) i przez 119 godzin 
w zimie (3).

Drugie stanowisko zlokalizowano w centrum miasta, na pl. Grunwaldzkim (próbki 
2 i 4), przez który prowadzi jedyna droga tranzytowa w kierunku Warszawy. W miej­
scu tym panuje wzmożony ruch samochodowy przez całą dobę. W tym punkcie miasta 
pobierano zanieczyszczenia powietrza przez 96 godzin w lecie (2) i przez 105 godzin 
w zimie (4).
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Trzecie stanowisko usytuowane było w miejscu o mniejszym natężeniu ruchu sa­
mochodowego, na terenie kampusu Politechniki Wrocławskiej (skrzyżowanie ul. 
Norwida i Wybrzeże Wyspiańskiego - próbka 5), na dachu na wysokości drugiego 
piętra. Czas poboru próbki w tym miejscu wynosił 192 godziny.

5.1.1. Wysokoprzepływowy aspirator powietrza 
stosowany w badaniach

Na rysunkach 2 i 3 zamieszczono zdjęcie i schemat stosowanego w badaniach 
wysokoprzepływowego aspiratora powietrza firmy Staplex model FC-2ETM, speł­
niającego wszystkie wymagania EPA PM10 zawarte w Federal Reference Method. 
Urządzenie to zapewnia pobór dużych ilości powietrza i wychwytywanie cząstek od 
10 pm do 0,01 pm za pomocą filtrów. Cząstki zawieszone w powietrzu zasysane są 
za pomocą wysokoobrotowego wentylatora z prędkością 1,13 m3/min poprzez ob­
wodowy wlot głowicy separatora. Budowa aparatu zapewnia stałą wydajność poboru 
powietrza, niezależnie od prędkości wiatru w zakresie od 0 do 36 krn/h. Cząstki 
o wielkości powyżej 10 pm zatrzymywane są na powierzchni separatora, a cząstki 
mniejsze poniżej 10 pm, określane jako PM-10, unoszone są strumieniem powietrza 
przez rurki doprowadzające powietrze aż do powierzchni filtra z włókna szklanego.

Rys. 2. Wysokoprzepływowy aspirator powietrza 
firmy Staplex PM 10 model FC-2ETM
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Rys. 3. Schemat wysokoprzepływowego aspiratora powietrza 
firmy Staplex PM 10 model FC- 2ETM

W badaniach zastosowano filtry kwarcowe, antyhigroskopijne Staplex typ TFAGF810 
o wymiarach 20x25 cm, utrzymujące stałą masę w dużym zakresie zmian wilgotno­
ści. Filtry zmieniano co 24 godziny. Skuteczność zastosowanych filtrów, przy 
umiarkowanym przepływie powietrza, dla cząstek o wielkości 0,3 pm kształtuje się 
na poziomie 99,98%. Filtry te mogą być wykorzystywane w dużym zakresie tempe­
ratury.

Regulator przepływu zapewnia stałość przepływu powietrza bez względu na sto­
pień zapełnienia filtru, warunki atmosferyczne (ciśnienie, temperatura) oraz wahania 
napięcia zasilającego. Objętość próbki powietrza pobierana jest z dokładnością 
około 2,5% na dobę przy przepływie wynoszącym 1,13 m3/ min.
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5.2. Ekstrakcja próbek pyłów zawieszonych

Antyhigroskopijne filtry szklane, bezpośrednio po poborze próbek, ważono w celu 
oznaczenia masy pyłów i umieszczano do czasu ekstrakcji w temperaturze -18 °C. 
Filtry wraz z pyłami z poszczególnych poborów łączono w jedną próbkę, cięto i wkła­
dano do aparatów Soxhleta. Następnie ekstrahowano dichlorometanem (Lab-Scan) 
bez dostępu światła, przez 16 godzin, z 15-minutowym refluksem. Po zakończonej 
ekstrakcji otrzymany ekstrakt wyjściowy dzielono na dwie porcje, do analiz chemicz­
nych i biologicznych. Następnie ekstrakty zagęszczano do sucha w wyparce próżnio­
wej, na koniec przedmuchiwano azotem i ważono suchą pozostałość w celu określenia 
ilości substancji smołowych w próbkach. Suchy ekstrakt zamrażano i przechowywano 
w temperaturze -18 °C do czasu analizy [16, 121, 156, 168].

Uzyskane tą drogą suche ekstrakty poddawane były analizie w celu oznaczenia 
w nich zawartości WWA, nitroWWA i dinitroWWA oraz wykorzystywane były jako 
materiał do testów na mutagenność (Salmonella).

5.3. Metody analityczne

Badania zawartości WWA, nitro- i dinitroWWA w ekstraktach pyłów zawieszo­
nych przeprowadzono w Zakładzie Szkodliwości Chemicznych Instytutu Medycyny 
Pracy i Zdrowia Środowiskowego w Sosnowcu. Wyniki badań przeliczano na ng/m3 
powietrza [124, 121, 156, 168, 203, 219],

Surowy ekstrakt frakcjonowano na kolumnach szklanych wypełnionych żelem 
krzemionkowym (60, średnica cząstek 0,063-0,200 nm) suszonym w temperaturze 
150 °C przez 16 godzin, a następnie dezaktywowanym wodą destylowaną. Kolumnę 
najpierw kondycjonowano cykloheksanem, a następnie nanoszono na jej czoło zatężo- 
ny surowy ekstrakt.

Cztery kolejne frakcje, po usunięciu węglowodorów alifatycznych wymywanych 
z kolumny 20 cm3 cykloheksanu, zbierano następująco:

• Frakcja I - WWA, wymywane 50 cm3 cykloheksanu, a następnie 30 cm3 25% 
roztworu dichlorometanu w cykloheksanie.

• Frakcja II - nitroWWA, wymywane 20 cm3 dichlorometanu.
• Frakcja III - dinitroWWA, wymywane 10 cm3 dichlorometanu.
Poszczególne frakcje odparowywano w wyparce próżniowej do objętości 10 cm3, 

a następnie do sucha w atmosferze azotu.
WWA wchodzące w skład badanych próbek (I frakcja) oznaczano techniką wysoko- 

sprawnej chromatografii cieczowej z wykorzystaniem chromatografu cieczowego HP 
1090 firmy Hewlett-Packard z detektorem fluorescencyjnym 1046 A. W tym celu suchą 
pozostałość zalewano 1 cm3 acetonitrylu i poddawano analizie chromatograficznej.
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Warunki pracy chromatografu cieczowego: rozdział na kolumnie chromatogra­
ficznej C-18 BAKERBOND PAH-16 PLUS, elucja gradientowa acetonitryl/woda, 
temperatura kolumny: 30 °C, czas trwania analizy: 45 minut, przepływ fazy rucho­
mej: 0,5 ml/minutę.

Nitro- oraz dinitroWWA (frakcja II i III) oznaczano z zastosowaniem chromato­
grafu gazowego firmy Elewlett-Packard 5890 Seria II Plus z detektorem mas 5972A 
z jonizacją elektronami (El).

Warunki pracy chromatografu gazowego GC/MS: stosowana kolumna kapilarna 
HP-5 MS; 30 mx 0,25 nmx 0,25 pm, gaz nośny: hel, program temperaturowy kolum­
ny, 50 °C przez 2 minuty, przyrost temperatury 10 °C/minutę do 280 °C, temperatura 
dozownika: 290 °C, temperatura detektora: 280 °C, czas analizy: 40 minut.

W tabelach 1 i 2 przedstawiono granicę oznaczalności poszczególnych WWA, ni­
tro- i dinitroWWA.

Tabela 1. Granica oznaczalności WWA metodą HPLC

Lp. Związek chemiczny Skrót
Oznaczalność 

[pg/cm3 
ekstraktu]

1 Fenantren Fen 0,005
2 Antracen A 0,005
3 Fluoranten Fiu 0,005
4 Piren Pyr 0,002
5 Benzo[a]antracen B[a]A 0,002
6 Chryzen Chr 0,005
7 Benzo[b]fluoranten B[b]F 0,002
8 Benzo [ k] fluoranten B[k]F 0,002
9 Benzo[a]piren B[a]P 0,002
10 Dibenzo[a,h] antracen D[a,h]A 0,005
11 Benzo[g,h,i]perylen B[g,h,i]P 0,005
12 Indeno[l ,2,3-c,d]piren I[l,2,3-c,d]P 0,005

Tabela 2. Granica oznaczalności nitropochodnych WWA techniką GC/MS

Nazwa związku
Oznaczalność 

[pg/cm3 ekstraktu]
1-nitronaftalen 0,014
2-nitrofluoren 0,013
9-nitroantracen 0,013
3-nitrofluoranten 0,013
1-nitropiren 0,013
1,3-dinitropiren 0,067
1,6-dinitropiren 0,068
1,8-dinitropiren 0,067
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5.4. Metody biologiczne

5.4.1. Przygotowanie ekstraktów pyłów do badania mutagenności

Suchą pozostałość ekstraktów pyłów, przeznaczoną do badań biologicznych, 
rozpuszczano w sterylnym DMSO (dimetylosulfotlenek) (Fluca) w taki sposób, by 
w 1 cm3 roztworu podstawowego znajdowały się zanieczyszczenia pochodzące 
z 1000 m3 powietrza. Tak przygotowane próbki, uprzednio rozcieńczone zgodnie 
z postępem geometrycznym o ilorazie q = 1/2, wprowadzano do różnych wariantów 
testu Salmonella. Na płytkę nanoszono w poszczególnych testach różne ilości bada­
nych ekstraktów. Zakresy stężeń ekstraktów zanieczyszczeń powietrza podano na 
rysunkach przedstawiających wyniki badań.

5.4.2. Sprawdzenie szczepów testowych

W badaniach stosowano cztery szczepy testowe Salmonella typhimurium: TA98, 
TA100, YG1041 i YG1042 (tab. 3). Testowe szczepy Salmonella otrzymano od 
doktor T. Nohmi z Division of Genetics and Mutagenesis, National Institute of Hy- 
gienic Sciences, Tokyo, Japan. Szczep TA98 wykrywa mutageny typu zmiany fazy 
odczytu, podczas gdy szczep TA100 ulega rewersji powrotnej głównie pod wpły­
wem mutagenów powodujących zamianę jednej pary zasad na inną. Szczep 
YG1041 jest pochodną szczepu TA98, natomiast szczep YG1042 pochodną szczepu 
TA100. Dodatkowo szczepy Salmonella typhimurium: YG1041i YG1042 charakte­
ryzują się zwiększoną wrażliwością, w stosunku do szczepów macierzystych, na 
nitrowe, aminowe i hydroksyloaminowe pochodne WWA. Jest to wynikiem wpro­
wadzenia do ich komórek plazmidów zawierających dodatkową pulę informacji 
genetycznej dotyczącą aktywnością nitroreduktazowej i O-acetylotransferazowej 
[131,204-206],

Tabela 3. Charakterystyka genotypów szczepów testowych

Szczep Opis
TA98 TA 1538 his D3052 (pKMIOl)
TA 100 TA 1535 his G46 (pKMIOl)
YG1041 TA 98 (pYG233): szczep o zwiększonej aktywności nitroreduktazy i O-acetylotransferazy 

(pYG233)
YG1042 TA100(pYG233): szczep o zwiększonej aktywności nitroreduktazy i O-acetylotransferazy 

(pYG233)



Tabela 4. Zakres liczby rewertantów spontanicznych i indukowanych uzyskanych w trakcie badań

Szczep
LR 

spontanicznych
Mutagen 
kontrolny 

(-F)

Stężenie mutagenu 
kontrolnego 
[pg/ płytkę] 

(-F)

LR 
indukowanych 

(-F)

Mutagen 
kontrolny 

(+F)

Stężenie mutagenu 
kontrolnego 
[pg/ płytkę] 

(+F)

LR indukowanych

FA FB F0
TA 
98

22-36 (-F) 
26-42 (+FA) 
20-39 (+FB) 
18-34 (+F0)

2,4,7- 
TNFON

0,2 3242-4552 2-AF 5 1645-2886 1728-2051 552-974

TA 
100

98-179 (-F) 
121-194 (+FA) 
105-182 (+FB)

NQNO 0,5 962-1616 2-AF 5 848- 869 890-1041

YG 
1041

128-179 (-F)
145-228 (+FA)
109-144 (+FB)
159-209 (+F0)

2,6-DNT 50 1165-1396 2-AF 5 1126-2756 726-1265 531-970

YG 
1042

122-179 (-F) 
141-198 (+FA) 
121-189 (+FB)

2,4-DNT 100 985-1024 2-AA 5 615-1126 705-908
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Przed przystąpieniem do badań, każdorazowo, sprawdzano genotypy szczepów 
testowych. Zgodnie z zaleceniami autorów testu [131] sprawdzano obecność mutacji 
w operonie histydynowym (wzrost na agarze minimalnym z dodatkiem L-histydyny 
oraz brak wzrostu na agarze minimalnym z dodatkiem biotyny), mutacji rfa związa­
nej z przepuszczalnością ściany komórkowej (brak wzrostu na agarze odżywczym 
wokół krążka nasyconego fioletem krystalicznym), mutacji uvrB polegającej na 
usunięciu genu związanego z naprawą uszkodzeń DNA (brak wzrostu na agarze od­
żywczym po naświetleniu promieniami UV z odległości 33 cm przez 8 s) oraz obec­
ność plazmidu pKMIOl (czynnik R) (wzrost na agarze odżywczym z dodatkiem 
ampicyliny) stymulującego system błędnej naprawy DNA i warunkującego odpor­
ność bakterii na ampicylinę. Dodatkowo dla szczepów YG1041 i YG1042 obecność 
plazmidu pYG233 (wzrost na agarze odżywczym z dodatkiem kanamycyny) warun­
kującego podwyższony poziom nitroreduktazy i O-acetylotransferazy. Każdorazowo 
określano także liczbę rewertantów indukowanych spontanicznie (kontrola nega­
tywna) oraz liczbę rewertantów indukowanych pod wpływem mutagenów diagno­
stycznych (kontrola pozytywna). Liczba kolonii rewertantów spontanicznych po­
winna mieścić się w zakresie podanym w piśmiennictwie lub powinna być 
porównywalna z wynikami uzyskanymi w danym laboratorium przez dłuższy czas 
[141]. Kontrolne związki mutagenne powinny mieć strukturę chemiczną zbliżoną do 
badanych związków. Mutagenami diagnostycznymi dla badań prowadzonych bez 
aktywacji metabolicznej frakcją S9 były: 2,4,7-TNFon (TA98), NQNO (TA100), 
2,6-DNT (YG1041) i 2,4-DNT (YG1042), a dla badań prowadzonych w obecności 
frakcji S9 2-AF (TA98, TA100, YG1041) oraz 2-AA (YG1042). Wszystkie związki 
zostały zakupione w firmie Sigma. W tabeli 4 przedstawiono otrzymane zakresy 
liczby rewertantów spontanicznych i indukowanych, jakimi charakteryzowały się 
testowe szczepy bakterii w trakcie badań.

5.4.3. Przygotowanie frakcji mikrosomalnych

Istotnym elementem procedury bakteryjnego testu Salmonella jest aktywacja wy­
stępujących w próbce promutagenów do mutagenów bezpośrednich za pomocą wątro­
bowej frakcji mikrosomalnej. Uzyskuje się ją z wątroby szczurzej po uprzedniej in­
dukcji.

W badaniach stosowano trzy rodzaje frakcji mikrosomalnej uzyskanej ze szczurzej 
wątroby samców rasy Wistar. Masa szczurów, z których otrzymano frakcje mikroso- 
malne, wahała się w granicach 170-230 g, a masa ich wątroby 7,2-9,79 g. Do akty­
wacji enzymatycznej jednej frakcji mikrosomalnej zastosowano powszechnie stoso­
waną mieszaninę polichlorowanych bifenyli występującą pod nazwą Aroclor 1254, 
natomiast drugą aktywowano fenobarbitalem. Trzecia frakcja została pozyskana 
z wątroby szczurów bez uprzedniej aktywacji (F0). Frakcję indukowaną Aroclorem 
(FA) uzyskano, postępując zgodnie z metodyką podaną przez Maron i Ames [131], 
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natomiast aktywację fenobarbitalem (FB) przeprowadzono według metody podanej 
przez Ong i in. [155].

W jednym i drugim przypadku podawano szczurom dootrzewnowe w postaci in­
iekcji odpowiedni induktor (rys. 4). Jednorazowo podawano rozpuszczony w oleju 
kukurydzianym Aroclor o stężeniu 200 mg/cm3 w dawce 500 mg/kg masy ciała szczu­
ra na 5 dni przed dekapitacją. Fenobarbital podawano w ilości 50 mg/kg masy ciała 
w trzykrotnie podzielonej dawce przez trzy kolejne dni przed zabiciem. Frakcję mi- 
krosomalną przygotowano według procedury podanej przez Garner i in. [36]. Eutana­
zje u szczurów przeprowadzono przez podanie domięśniowe preparatu Bioketan 10%, 
a następnie po upływie 30 minut wykonano dekapitację przez dyslokację kręgów 
szyjnych.

jednorazowa wątroby w 0,15 M KC1 10 min. S9 FA

Aroclor 1254
------------- ► 5dni----- ► preparacja -► homogenizacja —► wirowanie —► supernatant

3 dawki co 24 h wątroby w 0,15 M KC1 10 min. S9 FB
9000 g

Rys. 4. Preparacja frakcji mikrosomalnej wątroby S9

Wątrobę wypreparowano w warunkach aseptycznych. Całą procedurę przeprowa­
dzono w sterylnej komorze chłodniczej w temperaturze 2 °C, używając sterylnych, 
schłodzonych narzędzi chirurgicznych, KC1 i szkła laboratoryjnego. Po zważeniu 
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i kilkukrotnym przemyciu wątroby roztworem 0,15 M KCL w celu usunięcia hemo­
globiny, wątrobę przenoszono do roztworu KC1 w proporcji 3 ml KC1 na 1 gram wą­
troby. Następnie wątrobę rozdrabniano za pomocą nożyczek chirurgicznych. Tak 
przygotowaną wątrobę homogenizowano w zlewce obłożonej lodem z dodatkiem al­
koholu. Homogenat wirowano w sterylnych probówkach w temperaturze 4 °C przez 
10 min, przy 9 tys. g. Uzyskany supernatant rozlano aseptycznie po 1,2 cm3 do steryl­
nych, zamykanych probówek Eppendorfa o objętości 1,5 cm3. Natychmiast schładzano 
je w suchym lodzie i następnie umieszczono całą porcję uzyskanej frakcji w zamra­
żarce o temperaturze -80 °C. Sterylność pozyskanych frakcji sprawdzano przez posia­
nie 0,1 cm3 homogenatu na podłoże minimalne z glukozą z dodatkiem biotyny 
i histydyny oraz na podłoże z agarem odżywczym. Zawartość białka w otrzymanych frak­
cjach oznaczano metodą Lowry’ego [136, 143], rozcieńczając badaną próbę 10-krotnie. 
Do sporządzenia krzywej standardowej wykorzystano albuminę wołową. Stężenie 
białka w homogenacie frakcji FA wynosiło 61,29 mg/cm3, homogenat FB zawierał 
60,83 białka w 1 cm3, a homogenat F0 zawierał 56,22 mg białka w 1 cm3. We wszyst­
kich badaniach, które prowadzono z użyciem S9-mix stosowano zawsze frakcję A, B 
i 0 o identycznej zawartości białka.

Przed każdym testem wyjmowano odpowiednią objętość frakcji mikrosomalnej 
w ilości niezbędnej do wykonania zaplanowanych badań. Bezpośrednio przed wyko­
naniem testu homogenat rozmrażano w temperaturze pokojowej i natychmiast przy­
gotowywano frakcje mikrosomalną S9 (S9-mix). Po przygotowaniu trzymano ją 
w łaźni z lodem. Standardowa mieszanina S9-mix powinna zawierać: 8 mM MgCl2, 
33 mM KCL, 5 mM glukozo-6-fosforanu, 4 mM NADP, 100 mM buforu fosforano­
wego o pH 7,4 oraz frakcję mikrosomalną (4%, v/v) w ilości zależnej od zawartości 
w niej białka [131].

5.4.4. Oznaczenie optymalnego stężenia frakcji 
mikrosomalnych do testu Salmonella

Optymalne stężenia frakcji mikrosomalnych (FA, FB) określano wobec badanych 
ekstraktów pyłów, a nie jak podaje oryginalna metoda wobec wybranego mutagenu 
diagnostycznego. Takie podejście wydaje się być uzasadnione przy badaniu próbek 
środowiskowych o zmiennym składzie ilościowym i jakościowym.

W badaniach zastosowano 0%, 3%, 6%, 9% i 12% (v/v) roztwory frakcji uwzględ­
niając różnice w zawartości białka w homogenatach. Optymalne stężenia frakcji dla 
poszczególnych szczepów oznaczono wobec jednego wytypowanego rozcieńczenia 
ekstraktu pyłów pobranych w okresie zimowym i letnim na Starym Mieście. Stężenia 
te zostały wybrane na podstawie wyników, które uzyskano stosując 4% (v/v) zawar­
tość S9 w S9-mix w badaniach pilotowych. Wytypowano takie stężenia ekstraktów, 
które dawały dla danego szczepu duże liczby rewertantów, ale nie powodowały jesz­
cze efektu toksycznego. Określenie optymalnego stężenia frakcji prowadzono, stosu­
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jąc klasyczną procedurę testu Salmonella oraz test Salmonella w modyfikacji Kado, 
opisane w dalszej części pracy. Wybrane stężenia ekstraktów w badaniach pilotowych 
podano w tabelach 5 i 6.

Tabela 5. Stężenia ekstraktów próbek, dla których określano 
optymalne stężenia frakcji w teście klasycznym

Rodzaj frakcji FA FA FB FB

Szczep
Zima Lato Zima Lato

m3/plytę m3/płytę m3/płytę m3/płytę
TA98 1,56 12,5 1,56 12,5
TA 100 25 50 25 50
YG1041 0,195 1,56 0,195 1,56
YG1042 0,195 25 0,195 25

Tabela 6. Stężenia ekstraktów próbek, dla których określano 
optymalne stężenia frakcji w teście w modyfikacji Kado

Rodzaj frakcji FA FA FB FB

Szczep
Zima Lato Zima Lato

m3/płytę m3/płytę m3/płytę m3/płytę
TA98 1,26 5 1,26 5
TA100 5 5 5 5
YG1041 0,078 0,3125 0,078 0,3125
YG1042 0,165 2,6 0,165 2,5

5.4.5. Opis klasycznej procedury testu Salmonella i jej modyfikacji

Podstawą realizacji badań był test Salmonella, zwany potocznie testem Amesa, 
[131] oraz jego modyfikacje. Test ten oparty jest na ocenie zdolności bakterii Salmo­
nella typhimurium do mutacji powrotnych (rewersji) pod wpływem obecności w ba­
danej próbce czynników mutagennych. Czynniki mutagenne powodują odzyskanie 
przez badane szczepy zdolności do syntezy histydyny, co automatycznie umożliwia 
ich wzrost na podłożu pozbawionym tego aminokwasu. Liczba powstałych kolonii 
rewertantów przyjęto uznawać za miarę aktywności mutagennej badanej próby.

W ramach badań przeprowadzono wiele testów na szerokim zakresie stężeń eks­
traktów pyłów. Zestawienie danych dotyczących wykonania poszczególnych testów 
umieszczono w tabeli 8. Liczbę kolonii rewertantów (his+) określano po 48 godzi­
nach (TA98 i TA100) i po 72 godzinach (YG1041 i YG1042) inkubacji w tempera­
turze 37 °C. Testy prowadzono w obecności buforu albo z wątrobową frakcją mikro- 
somalnąS9 indukowaną Aroclorem (FA), fenobarbitalem (FB) oraz frakcją niepoddaną 
działaniu induktora (FO). Wszystkie analizy prowadzono w pięciu powtórzeniach. 
Jeśli w przeprowadzanych procedurach testu stosowano zagęszczone zawiesiny 
bakterii, to zagęszczano całonocną ich hodowlę zawierającą 1109 komórek w 1 cm3 
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do 1 ■ 1010 komórek w 1 cm3, przez wirowanie (10 min, 10 000 g, 4 °C), a następnie 
zawieszenie w 10-krotnie niniejszej objętości schłodzonego 0,2 M buforu fosfora­
nowego o pH 7,4.

5.4.5.I. Klasyczny test Salmonella (test Amesa) (I)

W badaniach stosowano procedurę oraz podłoża mikrobiologiczne i roztwory opi­
sane przez Maron i Ames [131].

Płytkowy test Salmonella przeprowadzano w następujący sposób (rys. 5): do ste­
rylnej probówki wlewano 0,5 cm3 0,2 M buforu fosforanowego o pH 7,4 albo taką 
samą ilość frakcji S9-mix (jej przygotowanie opisano w p. 5.4.3.), następnie dodawa­
no 0,1 cm3 badanej próbki rozpuszczonej w DMSO i 0,1 cm3 całonocnej hodowli bu­
lionowej szczepu testowego (1-108 komórek/0,1 cm3). W badaniach stosowano opty­
malne stężenia frakcji FA, FB i F0. Hodowlę bulionową szczepów prowadzono przez 12 
godzin dla szczepów TA98 i TA100, a dla szczepów YG1041 i YG1042 przez 17 godzin. 
Hodowlę szczepów przeprowadzano z dodatkiem ampicyliny (25 pg/cm3), a w przy­
padku szczepów YG dodawano jeszcze kanamycyny (25 pg/cm3). Całonocna hodowla 
szczepów powinna zawierać 1-109 bakterii w 1 cm3. Następnie do probówki dodawano 
2 cm3 TOP-agaru (agar miękki) o temperaturze 45 °C, uzupełnionego śladowymi ilo­
ściami histydyny i biotyny, co umożliwia bakteriom kilka podziałów, zanim wyczer­
pie się histydyna, w czasie których może dojść do mutacji. Zawartość probówki, po 
dokładnym wymieszaniu, wylewano na powierzchnię płytki Petriego z podłożem mi­
nimalnym Vogel-Bonnera (agar minimalny uzupełniony solami mineralnymi i gluko­
zą). Po odpowiednim czasie inkubacji liczono liczbę kolonii rewertantów rosnących 
na płytkach za pomocą ręcznego licznika kolonii, określając liczbę rewertantów 
spontanicznych, pozytywnych i badanych.

Badaniom poddano także ekstrakty pochodzące z samych czystych filtrów (ślepa 
próbka). Ekstrakty te uzyskano taką samą metodą jak w przypadku filtrów z pyłami 
zawieszonymi.

S.4.5.2. Klasyczny test Salmonella bez udziału NADP (II)

Monooksygenazy współpracując z NADPH (fosforan dinukleotydu nikotynamido- 
adeninowego) i tlenem wprowadzają jeden atom tlenu do substratu. Mikrosomalny 
układ monooksygenaz stanowi kompleks enzymatyczny, w skład którego wchodzi 
reduktaza NADPH-cytochrom P-450 i cytochrom P-450. Są to enzymy występujące 
u bakterii, roślin oraz u wszystkich zwierząt [183, 195]. Ze względu na duży koszt 
NADP postanowiono sprawdzić, jaka będzie aktywność frakcji mikrosomalnej FA 
i frakcji FB w przekształcaniu substancji promutagennych w aktywne mutagenny, ba­
zując jedynie na naturalnym poziomie tego koenzymu występującego we frakcji, czyli 
bez dodatkowego wprowadzania NADP do frakcji S9-mix.
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Badania prowadzono zgodnie z procedurą klasyczną testu Salmonella, a jedynie 
frakcja S9-mix nie zawierała NADP w swoim składzie.

SCHEMAT TESTU AMESA

Wskaźnik mutagenności

, liczba rewertantów indukowanych 
liczba rewertantów spontanicznych

Rys. 5. Schemat wykonania testu Salmonella

5.4.5.3. Klasyczny test Salmonella bez udziału NADP 
ze zwiększoną ilością bakterii (III)

Przypuszczano, że znaczne zwiększenie ilości bakterii w mieszaninie inkubacyjnej 
spowoduje zwiększenie stężenia NADP, bez dodatkowego wprowadzania tego koen­
zymu, co umożliwi przekształcenie promutagenów obecnych w ekstraktach pyłów 
w aktywne mutageny.

Test ten wykonano podobnie do testu II, z tą różnicą, że wprowadzono do niego 
0,1 cm3 zawiesiny bakterii 10-krotnie zagęszczonych (T109 komórek/0,1 cm3).



58 Katarzyna Piekarska

5.4,5.4. Klasyczny test Salmonella ze zwiększoną ilością bakterii (IV)

Wprowadzenie większej ilości komórek bakteryjnych do testu może przyczynić się 
do zwiększenia jego czułości na obecne w badanych próbkach zanieczyszczenia 
o charakterze mutagennym.

Modyfikacja tego testu, w stosunku do metody klasycznej (I), polegała na wprowa­
dzaniu 10-krotnie zagęszczonych bakterii w ilości 0,1 cm3 (1-109 komórek/0,1 cm3). 
Test wykonywano zgodnie z procedurą klasyczną.

5.4.5.5. Klasyczny test Salmonella z preinkubacją 
prowadzoną w temperaturze 37 °C (V) i 30 °C (VI)

Określano wpływ czasu preinkubacji na efekt mutagenny ekstraktów pyłów zawie­
szonych. Badania prowadzono na jednym wybranym stężeniu próbki pobranej w lecie 
i zimie, stężenia te podano w tabeli 7.

Tabela 7. Stężenia prób letnich i zimowych dla poszczególnych szczepów oraz stężenia frakcji FA i FB 
stosowane w teście preinkubacyjnym prowadzonym w temperaturze 37 °C i 30 °C

Szczep

Zima Lato Zima Lato
FA 
[%]

Stężenie 
próbki 

[m3/płytkę]

FA 
m

Stężenie 
próbki 

[m3/płytkę]

FB 
m

Stężenie 
próbki 

[m3/płytkę]

FB 
m

Stężenie 
próbki 

[m3/płytkę]
TA98 6 1,56 6 12,5 9 1,56 9 12,5
T 100 6 25 3 100 9 25 9 100

YG1041 3 0,195 3 1,56 6 0,195 6 1,56
YG1042 3 0,78 3 25 6 0,78 6 25

Na płytkę nanoszono taką ilość ekstraktu, która w badaniach prowadzonych z bu­
forem w klasycznym teście Salmonella dawała około dwukrotnie większą liczbę re- 
wertantów w stosunku do liczby rewertantów otrzymanych w drodze mutacji spon­
tanicznej.

W klasycznej procedurze testu (bez preinkubacji) wprowadza się od razu wszystkie 
składniki próby, co powoduje natychmiastowe rozcieńczenie badanego materiału. 
Natomiast w teście preinkubacyjnym rozcieńczenie badanych związków następuje 
dopiero po określonym czasie inkubacji. Testowe szczepy są więc eksponowane na 
związki chemiczne w małej objętości buforu lub frakcji S9-mix przez określony czas, 
zanim dodany zostanie do nich Top-agar i zanim zostaną wylane na podłoże minimal­
ne Vogel-Bonnera. Ponadto, test ten może być bardziej wrażliwy na nietrwałe muta­
genne metabolity, które mają większa szansę na reakcje z DNA testowych szczepów 
w małej objętości mieszaniny reakcyjnej i w większym stężeniu frakcji mikrosomalnej 
niż na płytce Petriego [143].
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Testy z preinkubacją prowadzono zgodnie z metodą opisaną przez Matsushima i in. 
[134], stosując różny czas preinkubacji: 10, 20, 30 i 40 minut. Preinkubację prowa­
dzono w łaźni wodnej w temperaturze 37 °C lub 30 °C, mieszając próby z częstotli­
wością 240 wahnięć/minutę. Jednocześnie z badanymi próbami przeprowadzono ba­
dania kontrolne, które uwzględniały zmiany liczby rewertantów spontanicznych 
w trakcie preinkubacji.

Za mutagenne uznawano takie stężenie próby, które powodują co najmniej dwu­
krotny wzrost poziomu mutacji (współczynnik MR) w stosunku do poziomu mutacji 
spontanicznej charakterystycznej dla badanych szczepów i odpowiedniego czasu pre­
inkubacji.

S.4.5.6. Test Salmonella w modyfikacji Kado (VII)

Test ten daje możliwość określenia mutagenności ekstraktów pyłów z wykorzy­
staniem niewielkiej ilości badanego materiału (do testu wprowadza się 20 razy mniej 
badanej próbki). Skład mieszaniny reakcyjnej jest taki sam jak w klasycznym teście 
(I), natomiast zmienione są proporcje między poszczególnymi składnikami. Do pro­
bówki wprowadza się 0,1 cm3 buforu fosforanowego lub frakcji mikrosomalnej, 0,1 cm3 
10-krotnie zagęszczonych bakterii (1-109 komórek/0,1 cm3) i 0,005 cm3 badanego 
ekstraktu. Całkowita objętość mieszaniny wynosi 0,205 cm3. Dodatkowo testowe 
szczepy bakterii eksponowane są na badane związki chemiczne w małej objętości 
przez 90 minut w temperaturze 37 °C i mieszane w łaźni wodnej z częstotliwością 
240 wahnięć/minutę. Modyfikacja ta jest bardzo ekonomiczna nie tylko ze względu 
na możliwość korzystania z niewielkiej ilości badanej próbki, ale również ze wzglę­
du na 5-krotnie mniejsze zużycie homogenatu wątroby, w tym kosztownego NADP 
wchodzącego w skład frakcji mikrosomalnej. Testy prowadzono zgodnie z metodą 
opisanąprzez Kado i in. [101].

5.4.5.7. Klasyczny test Salmonella w formie Mini 
z preinkubacją prowadzoną w temperaturze 37 °C (VIII)

Test ten został tak nazwany przez autora pracy. Jest on kompilacją klasycznego 
testu Amesa z modyfikacją zaproponowaną przez Kado. Mieszanina reakcyjna za­
wierała wszystkie składniki w takim samym składzie i w takich samych proporcjach 
jak w teście klasycznym (I), natomiast różniła się od niego końcową objętością, któ­
ra wynosiła 0,205 cm3, jak w modyfikacji Kado. Objętość badanego ekstraktu pyłów 
wynosiła 0,03 cm3, objętość frakcji mikrosomalmej lub buforu 0,145 cm3. Do mie­
szaniny reakcyjnej dodawano 0,03 cm3 niezagęszczonych bakterii. Próby, przed do­
daniem Top-agaru, inkubowano w łaźni wodnej przez 90 minut, zgodnie z modyfi­
kacją Kado, intensywnie mieszając z częstotliwością 240 wahnięć/minutę.
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5.4.6. Sposób przedstawienia wyników

Badaną próbkę uznajemy za mutagenną, a więc i potencjalnie kancerogenną, gdy 
występuje liniowa zależność dawka-odpowiedź (objętość powietrza-liczba kolonii 
rewertantów) i co najmniej dwukrotny wzrost liczby rewertantów indukowanych 
w stosunku do liczby rewertantów spontanicznych. Uzyskanie efektu toksycznego na 
krzywej dawka-odpowiedź w pełni ilustruje biologiczne działanie zanieczyszczeń 
obecnych w próbce w zależności od jej stężenia [87],

Ze względu na bardzo dużą liczbę danych uzyskanych w trakcie realizacji badań 
niemożliwe było zaprezentowanie ich wszystkich w niniejszej pracy. Dlatego też zde­
cydowano się na przedstawienie oceny efektu mutagennego pyłów zawieszonych 
w postaci współczynnika mutagenności (MR) oraz w postaci mutagenności (M), czyli 
liczby rewertantów indukowanych przez 1 m3 badanego powietrza.

Współczynnik mutagenności obliczano ze wzoru [143, 200]:

_ średnia liczba rewertantów indukowanych 
średnia liczba rewertantów spontanicznych

Następnie uzyskane współczynniki MR dla zanieczyszczeń obecnych w poszcze­
gólnych stężeniach badanego ekstraktu powietrza, zgodnie z kolejnością, z jaką wy­
konywano rozcieńczenia badanych próbek, przedstawiano w postaci wykresu kolum­
nowego.

Z kolei mutagenność (M) określano na podstawie najczęściej opisywanej w pi­
śmiennictwie metody Bernstein i in. [14] opartej na maksymalnym prawdopodobień­
stwie, które zakłada, że efekt mutagenny wyrażany jako liczba kolonii rewertantów, 
dla małych dawek badanych substancji lub ich mieszanin, jest w przybliżeniu liniowy. 
W doniesieniach literaturowych brak jest jednoznacznej opinii, do jakich danych nale­
ży dopasowywać rozkłady, czy dla wyników testu pochodzących ze wszystkich stężeń 
badanej próbki, czy tylko dla wyników dodatnich. Jednak, ze względu na to, że test 
Salmonella jest testem określającym mutagenność badanej próbki, w który pomija się 
efekt toksyczny, w badaniach ograniczono się do analizy wyników, pochodzących 
z początkowej liniowej części krzywej dawka-odpowiedź.

Do wyboru stężeń, dla których otrzymane wyniki liczby kolonii rewertantów na 
płytkę mają charakter liniowy, zastosowano metodę odrzucania kolejnych danych 
(ang. point rejectioń), poczynając od wyników uzyskanych dla wszystkich zastosowa­
nych stężeń badanego ekstraktu. Do oceny dopasowania otrzymanych wyników do 
założonego modelu liniowej zależności dawka-odpowiedź zastosowano metodę naj­
mniejszych kwadratów. Dla każdego ekstraktu obliczano równanie wyrażone funkcją:

y = B0+ą%

gdzie: y - oczekiwana liczba rewertantów, x - badane stężenia ekstraktu powietrza, 
Bo - liczba rewertantów w kontroli negatywnej, Bi - nachylenie krzywej badanej zależności.



Tabela 8. Charakterystyka przeprowadzonych testów

Nr 
testu

Nazwa testu

Mieszanina reakcyjna Czas preinkubacji [min]
Objętość 

mieszaniny 
reakcyjnej 

[pi]

Objętość 
ekstraktu 

pyłów 
[pl]

Objętość 
frakcji S9-mix 
lub buforu [pl]

Obecność 
NADP

Objętość bakterii 
[Ul]

0 10 20 30 40 90
1-109
/ cm3

14010/ 
cm3

I Klasyczny 700 100 500 + 100

II Klasyczny bez 
NADP

700 100 500 100

III Klasyczny bez NADP 
ze zwiększoną ilością 
bakterii

700 100 500 100

IV Klasyczny ze zwięk­
szoną ilością bakterii

700 100 500 + 100

V Klasyczny 
z preinkubacją 
w 37 °C

700 100 500 + 100 4- 4- 4- 4- 4-

VI Klasyczny 
z preinkubacją 
w 30 °C

700 100 500 4- 100 4- + 4- 4- 4-

VII Klasyczny w mody­
fikacji Kado

205 5 100 + 100 4-

VIII Klasyczny 
z preinkubacją 
w formie Mini

205 30 145 4- 30 4-
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Na podstawie parametrów równania obliczano przewidywaną liczbę kolonii re- 
wertantów indukowanych przez 1 m3 powietrza. W pierwszym kroku dopasowywano 
prostą regersji do wszystkich wyników. Jeżeli współczynnik B^ był ujemny, to odrzu­
cano kolejne wyniki, począwszy od największych badanych stężeń aż do momentu 
kiedy wartość współczynnika B{ była dodatnia. Wyniki przedstawiono w postaci tabel, 
w których oprócz mutagenności (Af) podano otrzymane równania prostej regresji 
i wartości statystyki R2 informujące o stopniu dopasowania prostych regresji do da­
nych doświadczalnych.

Współczynniki korelacji pomiędzy wartościami poszczególnych badanych para­
metrów obliczano na podstawie nieparametrycznego testu Spearmana [49, 50, 51].

Wszystkie analizy, obliczenia i wykresy zostały wykonane za pomocą programu 
OriginPro 7,5 i Statistica 6.

5.5. Porównanie wybranych procedur testu na ekstraktach 
pyłów pobranych w trzech punktach miasta

Badano próbki pyłów 1, 2, 3, 4 i 5, stosując klasyczny test Salmonella, test prein- 
kubacyjny w temperaturze 37 °C z 20-minutowąpreinkubacjąoraz test w modyfikacji 
Kado. Badania te (trzeci etap pracy) prowadzono w celu porównania przydatności 
wybranych procedur testu do określania mutagenności pyłowych zanieczyszczeń po­
wietrza. Badania prowadzono na szczepach TA98 i YG1041. Zarówno wymienione 
testy, jak i szczepy dawały najlepsze wyniki w badaniach nad mutagennością pyło­
wych zanieczyszczeń powietrza pobranych zimą i latem na Starym Mieście (pierwszy 
i drugi etap pracy).



6. Omówienie wyników badań

6.1. Pobór i analiza chemiczna próbek pyłów

Stężenia pyłu zawieszonego frakcji PM10 stwierdzone na wybranych, czterech 
stanowiskach badawczych we Wrocławiu w latach 2002-2007 wahały się w zakresie 
od 38,33 pg/m3 do 138,93 pg/m3, natomiast stężenia zaadsorbowanych na pyle za­
wieszonym związków organicznych (substancje smołowe) wahały się w zakresie od 
7,56 pg/m3 do 145,15 pg/m3 (tab.9). Stężenia pyłu zawieszonego i zaadsorbowanych 
na nim zanieczyszczeń organicznych były znacznie większe zimą niż latem i wiosną. 
Wartości odniesienia dla okresu 24 godzinnego wynoszą 125 pg/m3 w przypadku 
stężenia pyłu PM10 i 50 pg/m3 dla substancji smołowych (DzU 55/98, poz. 355).

Tabela 9. Zestawienie danych dotyczących poboru próbek pyłów frakcji PM 10

Rodzaj próbki
Czas poboru 

[h]
Objętość 
powietrza 

[m3]

Masa 
pyłów 
[ąg/m3]

Masa substancji 
smołowych 

[pg/m3]
Zima (Stare Miasto) 960 122 326,0 57,8428 17,57
Lato (Stare Miasto) 1669 161 004,0 43,737 7,56
Lato (ul. Strachocińska) (1) 67 4 542,6 57,17 19,90
Lato (pl. Grunwaldzki) (2) 96 6 474,9 38,33 26,68
Zima (ul. Strachocińska) (3) 119 8 035,0 138,93 145,15
Zima (pl. Grunwaldzki) (4) 105 7 069,0 87,32 51,04
Wiosna (ul. Norwida) (5) 192 13 119,9 46,99 34,76

Zestawienie danych dotyczących próbek pyłów pobieranych w okresie zimowym 
i letnim na Starym Mieście wskazują na różnicę w ilości uzyskanych pyłów i wyeks­
trahowanych substancji smołowych. Ilość uzyskanych pyłów w okresie zimowym sta­
nowiła 132% w stosunku do ilości pyłów pobranych w okresie letnim, natomiast ilość 
substancji smołowych w próbce pobranej zimą wynosiła 232% w stosunku do próbki 
pobranej latem. Z kolei w przypadku próbek badanych w trzecim etapie pracy stwier­
dzono ok. 2,5 razy więcej ilości pyłów w próbkach pobranych zimą niż w próbkach
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pobieranych, na tych samych stanowiskach, w Jecie. Ilości oznaczonych pyłów mie­
ściły się w granicach 38,33 pg/m3 (2) - 138,93 pg/m3 (3). Z kolei ilości substancji 
smołowych wahały się od 19,9 pg/m3 (1) do 145,15 pg/m3 (3). Na stanowisku trzecim 
stwierdzono największe ilości zanieczyszczeń pyłowych i substancji smołowych, wy­
nosiły one w zimie 138,93 pg/m3 i 145,15 pg/m3. Stanowisko to zlokalizowane było 
na peryferiach miasta w miejscu o natężonym ruchu komunikacyjnym, gdzie przez 
cały rok stosuje się w dużym stopniu paleniska domowe. Próbka pyłów pobierana 
w okresie wiosennym na wysokości drugiego piętra zawierała 46,99 pg/m3 zanie­
czyszczeń pyłowych i 34,76 pg/m3 substancji smołowych.

Ogółem w ekstraktach pyłowych zanieczyszczeń powietrza stwierdzono obecność 
16 WWA i ich nitrowych pochodnych (tab. 11 i 12) z 20 (tab. 10) wytypowanych do 
analizy na podstawie danych z piśmiennictwa i możliwości badawczych. Wybrano 
takie związki chemiczne, które są najczęstszym składnikiem zanieczyszczeń powietrza 
i mają niekorzystny wpływ na zdrowie ludzi [178, 188, 219].

Tabela 10. Kancerogenność analizowanych WWA i nitroWWA

a Chemical Abstract Service registry number.
b Według TARĆ: grupa 2A - prawdopodobny kancerogen, grapa 2B - możliwy kancerogen, grupa 3 - nie- 

sklasyfikowany jako kancerogenny dla ludzi.
c Względne współczynniki kancerogenności (wg Nisbet i LaGoy) dla poszczególnych WWA w sto­

sunku do B[a]P [178, 188].

Związek chemiczny Skrót Numer CAS“ Kancerogennośćb
Względny współczynnik 

kancerogenności 
k‘

Fenantren Fen 85-01-8 3 0,001
Antracen A 120-12-7 3 0,01
Fluoranten Fiu 86-73-7 3 0,001
Pi ren Pyr 129-00-0 3 0,001
Benzo[a]antracen B[a]A 56-55-3 2A 0,1
Chryzen Chr 218-01-9 3 0,01
Benzo[b]fluoranten B[b]F 205-99-2 2B 0,1
Benzo[k]fluoranten B[k]F 207-08-9 2B 0,1
Benzo[a]piren B[a]P 50-32-8 2A 1
Dibenzo[a,h]antracen D[a,h]A 53-70-3 2A 5
Benzo[g,h,i]perylen B[g,h,i]P 191-24-2 3 0,01
Indeno[ 1,2,3-c,d]piren I[l,2,3-c.d]P 193-39-5 2B 0,1
1-nitronaftalen — 86-57-7 3 —
2-nitrofluoren — 607-57-8 2B —
9-nitroantracen — 602-60-8 3 —
3-nitrofluoranten — 892-21-7 3 —
1-nitropiren — 5522-43-0 2B —
1,3-dinitropiren — 75321-20-9 3 —
1,6-dinitropiren — 42397-64-8 2B —
1,8-dinitropiren - 42397-65-9 2B -



Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagenności... 65

Największą ilość zaadsorbowanych na pyłach WWA odnotowano w zimie (tab. 11). 
Suma wykrytych WWA w tym okresie wahała się w zakresie od 25,824 ng/m3 do 
44,192 ng/m3. Z kolei w próbkach pyłów pobranych latem od 2,342 ng/m3 do 7,447 ng/m3, 
a w próbce pobranej w okresie wiosennym wynosiła 9,778 ng/m3. Wśród obecnych 
w ekstraktach WWA były trzy (benzo[a]antracen, benzo[a]piren, dibenzo[a,h]antracen] 
klasyfikowane przez IARC (Międzynarodowa Agencja Badań nad Rakiem) jako nale­
żące do grupy węglowodorów prawdopodobnie rakotwórczych dla ludzi (2A) (tab. 10) 
oraz trzy (beno[b]fluoranten, benzo[k]fluoranten], indeno[l,2,3-c,d]piren) zaklasyfi­
kowane do grupy 2B, przypuszczalnie rakotwórczej dla ludzi.

We wszystkich próbkach pyłu stwierdzono obecność benzo[a]pirenu, którego stę­
żenia wahały się w zakresie od 7,98 ng/m3 (zima, Stare Miasto) do 0,438 (2) ng/m3. 
Dopuszczalne stężenie dla tego węglowodoru dla okresu 24-godzinnego wynosi 
w Polsce 5 ng/m3 (DzU 55/98, poz. 355). Benzo[a]piren jest związkiem wskaźniko­
wym, wobec którego oceniana jest siła działania kancerogennego innych WWA [188]. 
Dla tego związku przyjęto względny współczynnik kancerogenności k = 1 (tab. 10). 
Większą siłą działania kancerogennego odznacza się tylko benzo[a]antracen (k = 5), 
którego obecność stwierdzono również w badanych próbkach. Zawartość ben- 
zo[a]pirenu kształtowała się na poziomie 1/5-1/10 sumy zawartości wszystkich 
WWA. Stanowiło to od 10,26% (4) do 21,9% (1) całkowitego stężenia WWA w bada­
nych ekstraktach.

Tabela 11. Stężenie WWA w organicznych ekstraktach pyłów zawieszonych frakcji PM10

Stężenie WWA w ekstraktach pyłów [ng/m3]
Badany Zima Lato Lato Lato Zima Zima Wiosna
WWA (Stare Miasto) (Stare Miasto) (1) (2) (3) (4) (5)

Fen 3,127 0,855 0,106 0,374 6,252 3,792 1,001
A 0,360 0,044 0,016 0,034 0,856 0,562 0,109

Fiu 7,488 1,069 0,270 0,574 4,336 5,314 1,664
Pyr 8,340 0,988 0,150 0,360 11,244 4,58 1,410

B[a]A 3,144 0,286 0,088 0,174 4,24 1,32 0,638
Chr 1,911 0,343 0,120 0,220 3,1 2,28 0,432

B[b]F 2,832 0,955 0,518 0,654 2,8 0,372 0,820
B[k]F 1,702 0,267 0,164 0,222 1,844 0,85 0,300
B[a]P 7,980 0,765 0,514 0,438 7,788 2,65 1,870

D[a,h]A 0,284 0,112 0,242 0,194 0,364 0,224 0,035
B[g,h,i]P 1,776 1,233 0,154 0,366 0,984 2,19 0,762

I[l,2,3-c,d]P 1,726 0,530 n.w. n.w. 0,384 1,69 0,733
SUMA 40,670 7,447 2,342 3,610 44,192 25,824 9,778

n.w.- nie wykryto

W ekstraktach pyłów określano również zawartość nitrowych pochodnych WWA 
(tab. 12). Suma stężeń tych związków wahała się w granicach od 7,05 ng/m3 (3) do 
0,29 ng/m3 (2). W próbkach nie stwierdzono występowania badanych dinitroWWA 
w granicach ich oznaczalności (tab. 2). Stwierdzono natomiast występowanie mono- 
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nitropochodnych WWA, wśród których obecne były należące do grupy 2B (tab. 10) 
2-nitrofluoren i 1-nitopiren, 2-nitrofluoren występował we wszystkich badanych eks­
traktach natomiast obecność 1-nitropirenu stwierdzono tylko w próbkach pobranych 
zimą i wiosną. Duże ilości 2-nitrofluorenu wykryto w próbkach pobranych w zimie. 
W tych ekstraktach pyłu stanowił on około połowę zawartości nitroWWA. W prób­
kach pobranych wiosną (5) i latem (1) jego ilość stanowiła około 38%. W próbce 2, 
pobranej latem, była to jedyna mononitropochodna wykryta na tym stanowisku. Naj­
więcej rodzajów związków należących do nitropochodnych WWA wykryto w eks­
traktach pyłów pobranych zimą i wiosną. Największe ich stężenie stwierdzono 
w próbce 3 pobranej zimą na ul. Strachocińskiej. Wynosiło ono 7,05 ng/m3.

Tabela 12. Stężenie nitroWWA w organicznych ekstraktach pyłów zawieszonych frakcji PM10

Stężenie nitroWWA w ekstraktach pyłów [ng/m3]
Badany Zima Lato Lato Lato Zima Zima Wiosna

nitroWWA (Stare Miasto) (Stare Miasto) (1) (2) (3) (4) (5)

1-nitronaftalen 0,58 0,47 0,45 n.w. 0,83 0,45 0,11
2-nitrofluoren 1,88 0,31 0,28 0,29 3,36 1,41 0,24
9-nitroantracen 0,87 0,52 n.w. n.w. 1,84 0,74 0,12
3-nitrofluoranten 0,5 n.w. n.w. n.w. 0,6 0,3 0,11
1-nitropiren 0,48 n.w. n.w. n.w. 0,42 0,26 0,05
1,3-dinitropiren n.w. n.w. n.w. n.w. n.w. n.w. n.w.
1,6-dinitropiren n.w. n.w. n.w. n.w. n.w. n.w. n.w.
1,8-dinitropiren n.w. n.w. n.w. n.w. n.w. n.w. n.w.

SUMA 3,43 1,6 0,73 0,29 7,05 3,16 0,63
n.w- nie wykryto

Poszczególne ekstrakty różniły się między sobą zarówno sumaryczną zawartością, 
jak i procentowym udziałem poszczególnych WWA i nitroWWA. Na podstawie uzy­
skanych wyników należy się spodziewać mutagennego działania ekstraktów zanie­
czyszczeń pyłowych. Ze względu na duże stężenia WWA i nitroWWA stwierdzone 
w ekstraktach próbek pyłów pobieranych w okresie zimowym próbki te powinny wy­
kazywać większe działanie mutagenne niż ekstrakty pyłów pobranych w lecie.

6.2. Ustalenie optymalnego stężenia frakcji dla klasycznej 
metody testu Salmonella i testu w modyfikacji Kado

Ustalano optymalne stężenia frakcji FA i FB w S9-mix wobec wybranych stężeń 
próbek pobranych zimą i latem na Starym Mieście (tab. 5 i 6). Badania prowadzono 
testem klasycznym i testem w modyfikacji Kado na czterech szczepach testowych.
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W teście klasycznym, w mieszaninie reakcyjnej, badane zanieczyszczenia stano­
wią 1/5 objętości frakcji S9-mix. W teście Kado wprowadza się 1/20 objętości eks­
traktów w stosunku do objętości S9-mix. Dlatego spodziewano się innego optymalne­
go stężenia frakcji S9 w S9-mix potrzebnego do przeprowadzenia obu tych testów.

Wyniki badań otrzymane dla testu klasycznego przedstawiają rysunki 6, 9, 12 i 15. 
Na podstawie tych wyników można stwierdzić, iż liczby uzyskiwanych rewertantów 
poszczególnych szczepów testowych były zależne od stężenia frakcji FA i FB.

W przypadku szczepu TA98 największą liczbę rewertantów zaobserwowano dla 
stężenia frakcji FA 6% i dla stężenia frakcji FB 9%, zarówno w testach z ekstraktami 
pobranymi latem, jak i zimą (rys. 6).

Rys. 6. Zależność MR od stężenia FA i FB dla szczepu TA98 (test klasyczny)

Dla szczepu TA100 (rys. 9) badanego w obecności próbki pobranej latem i róż­
nych stężeń frakcji FA otrzymano ciągły wzrost wartości MR w badanym zakresie stę­
żeń tej frakcji. Jednak wzrost stężenia tej frakcji powyżej 3% skutkował już niewiel­
kimi zmiany liczby rewertantów (MR w granicach od 1,73 dla 3% do 2,11 dla 12%). 
W przypadku pozostałych ekstraktów obserwowano, podobnie jak w badaniach ze 
szczepem TA98, występowanie wyraźnego optimum wartości współczynnika MR 
przypadającego na te same stężenia FA (6%) i FB (9%).

Z kolei dla szczepów testowych YG1041 i YG1042 (rys. 12, 15), pomimo znacz­
nych różnic w liczbie uzyskiwanych rewertantów, maksimum MR przypadało na 
mniejsze stężenia frakcji FA, w porównaniu do wyników uzyskanych dla szczepów 
TA98 i TA100. Wynosiło ono 3% zarówno dla próbki pobranej latem, jak i zimą. 
Optymalne stężenie frakcji FB, w przypadku obu tych próbek, dla szczepu YG1041 
wynosiło 9%, a dla szczepu YG1042 6%. Ze względu na to, iż uzyskiwane współ­
czynniki MR dla szczepu YG1041 w obecności 6% i 9% FB nie różniły się aż tak wy­
raźnie, w dalszych badaniach, ze względów ekonomicznych, stosowano dla tego 
szczepu 6% stężenie FB.
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Rys. 7. Zależność MR od stężenia FA i FB dla szczepu TA98 (test w modyfikacji Kado)

Salm onella typh im urium TA 98

Rys. 8. Zależność MR od stężenia FA i FB dla szczepu TA98 w obecności mutagenu pozytywnego

Wyniki badań uzyskane w teście prowadzonym w modyfikacji Kado zamieszczo­
no na rysunkach 7, 10, 13 i 16. Również w tych badaniach liczba uzyskiwanych re- 
wertantów dla poszczególnych szczepów testowych była zależna od stężenia frakcji 
FA i FB i wykazywała mniej lub bardziej wyraźne maksimum.

W większości przypadków 3% stężenie frakcji FA i FB okazało się wystarczają­
ce do przeprowadzenia promutagenów w mutageny bezpośrednie. Tak było dla 
szczepów TA98, TA100 i YG1041 w badaniach prowadzonych z frakcją FB. Jedy­
nie dla szczepu TA98 (rys. 7), w przypadku próbki pobranej zimą, największy 
współczynnik MR dla frakcji FA uzyskano przy jej 9% stężeniu. Jednak różnica MR 
pomiędzy stężeniem 3% a 9% była bardzo niewielka (MR równe odpowiednio 10,2
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Salmonella typhimurium TA 100

Rys. 9. Zależność MR od stężenia FA i FB dla szczepu TA100 (test klasyczny)

Rys. 10. Zależność MR od stężenia FA i FB dla szczepu TA100 (test w modyfikacji Kado)

i 10,6). Z kolei w badaniach próbki pobranej zimą ze szczepem TA100 (rys. 10) najlep­
szym okazało się stężenie 9% frakcji FA, a dla próbki pobranej latem 6% FA. W przypad­
ku szczepu YG1041 (rys. 13) dla obu badanych frakcji optymalne było stężenie 3%. Na­
tomiast w badaniach z frakcją FB ekstraktów zanieczyszczeń pobranych latem i zimą 
szczepem YG1042 (rys. 16) uzyskano największe wartości współczynnika MR dla stęże­
nia wynoszącego 9%. Z kolei dla próbki pobranej w lecie, badanej w obecności frakcji 
FA, najbardziej optymalne było jej 6% stężenie. Jednak dla tej ostatniej frakcji różnica 
pomiędzy MR dla stężenia 6% (MR = 1,28) i 3% (MR = 1,25) była niewielka.

W tabeli 13 podano wartości stężeń frakcji FA i FB wybrane do dalszych badań.
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Tabela 13. Stężenia frakcji FA i FB wybrane do dalszych badań

Zima
Stare Miasto

Lato
Stare Miasto

Zima
Stare Miasto

Lato
Stare Miasto

Szczep FA FA FA FA FB FB FB FB
m [%] w [%] [%] m [%] m

Klasyczny Kado Klasyczny Kado Klasyczny Kado Klasyczny Kado
TA98 6 3 6 3 9 3 9 3
Tl 00 6 9 3 6 9 3 9 3

YG1041 3 3 3 3 6 3 6 3

YG1042 3 3 3 3 6 9 6 9

Salmonella typhim urium TA 100 
Test klasyczny w modyfikacji Kado

Rys. 11. Zależność MR od stężenia FA i FB dla szczepu TA100 w obecności mutagenu pozytywnego

Rys. 12. Zależność MR od stężenia FA i FB dla szczepu YG1041 (test klasyczny)
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Salmonella typhlm urlum YG 1041

Rys. 13. Zależność MR od stężenia FA i FB dla szczepu 
YG1041 (test w modyfikacji Kado)

Jednocześnie prowadzono badania testem w modyfikacji Kado zależności liczby 
rewertantów od stężenia frakcji FA i FB dla następujących, wybranych, mutagenów 
diagnostycznych: 2AF dla szczepów TA98, TA100 i YG1041 oraz 2AA dla szczepu 
YG1042 w stężeniu 0,125 pg na płytkę (rys. 8, 11, 14, 17).

Salmonella typhlm urium YG 1041 
Test klasyczny w modyfikacji Kado

Rys. 14. Zależność MR od stężenia FA i FB dla szczepu YG1041 
w obecności mutagenu pozytywnego

Wyniki uzyskane dla frakcji FA wykazały istnienie wyraźnego maksimum współ­
czynnika MR dla stężenia frakcji wynoszącego 3%. Dalsze zwiększanie stężenia tej 
frakcji mikrosomalnej w teście wpływało na wyraźne zmniejszenie współczynnika
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MR. W przypadku frakcji FB maksimum MR osiągano dla różnych stężeń: szczep 
TA98 - 6%, TA100 - 3%, YG1041 - 6%, a YG1042 - 9%.

Rys. 15. Zależność MR od stężenia FA i FB dla szczepu YG1042 (test klasyczny)

Rys. 16. Zależność MR od stężenia FA i FB dla szczepu 
TAYG1042 (test w modyfikacji Kado)

Uzyskane wyniki wskazują na konieczność każdorazowego doboru optymalnego 
stężenia frakcji mikrosomalnej wprowadzanej do testu. W przypadku frakcji FA do­
bór ten można prowadzić na podstawie mutagenu pozytywnego, ponieważ wyzna­
czone optymalne stężenie FA dla 2AF i 2AA pokryło się z optymalnym stężeniem 
FA wyznaczonym dla badanych ekstraktów pyłowych zanieczyszczeń. Jednak 
w przypadku frakcji FB należy wyznaczać jej optymalne stężenie wprowadzane do 
testu na podstawie badanej próby lub innego mutagenu diagnostycznego.



Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagenności... 73

Salmonella typhlmurium YG 1042

Rys.17. Zależność MR od stężenia FA i FB dla szczepu YG1042 w obecności mutagenu pozytywnego

6.3. Wpływ modyfikacji klasycznego 
testu Salmonella na rezultaty badań

Badania prowadzono z udziałem pyłowych zanieczyszczeń powietrza pobranych 
zimą i latem na Starym Mieście. Testy wykonano na czterech szczepach bez aktywacji 
metabolicznej i z aktywacją metaboliczną frakcją mikrosomalną FA i FB. Wyjściowe 
ekstrakty pyłów stosowano w testach tak, aby na płytki wprowadzić ilości ekstraktów 
pochodzące z różnych objętości badanego powietrza, w zależności od wprowadzonej 
modyfikacji. Ekstrakty zanieczyszczeń przebadano w ośmiu testach różniących się 
procedurą badawczą:

• Test I - test klasyczny Salmonella stanowiący punkt odniesienia dla rezultatów 
uzyskanych w innych testach.

• Test II - test klasyczny Salmonella bez udziału NADP w składzie frakcji S9-mix 
miał odpowiedzieć na pytanie czy do transformacji promutagenów w aktywne muta- 
geny wystarczający jest naturalny poziom tego koenzymu występujący we frakcji mi- 
krosomalnej.

• Testy ze zwiększoną ilością bakterii: test III - test klasyczny Salmonella bez 
udziału NADP z 10-krotnie zwiększoną ilością bakterii i test IV - test klasyczny Sal­
monella z 10-krotnie zwiększoną ilością bakterii prowadzono w celu sprawdzenia czy 
zwiększenie ilości komórek bakteryjnych w mieszaninie reakcyjnej, w stosunku do 
ilości zanieczyszczeń obecnych w badanych ekstraktach, wpłynie na zwiększenie jego 
czułości.



74 Katarzyna Piekarska

• Testy z preinkubacją: test V - test klasyczny Salmonella z preinkubacją w 37 °C 
i test VI - test klasyczny Salmonella z preinkubacją w 30 °C miały na celu odpowie­
dzieć na pytanie, jaka temperatura i jaki czas kontaktu badanych zanieczyszczeń ze 
szczepami testowymi w małej objętości mieszaniny reakcyjnej będą najbardziej opty­
malne w wykrywaniu mutagennego działania pyłowych zanieczyszczeń powietrza.

• Testy ze zmniejszoną ilością materiału badawczego: test VII - test klasyczny 
Salmonella w modyfikacji Kado i test VIII - test klasyczny Salmonella z preinkubacją 
w formie Mini. Test w modyfikacji Kado pozwala wykrywać efekt mutagenny 
w małej objętości badanej próbki przy 10-krotnie zwiększonej ilości bakterii oraz przy 
zmienionych proporcjach pomiędzy poszczególnymi składnikami mieszaniny reakcyj­
nej. Wprowadzenie własnej modyfikacji testu klasycznego w formie Mini miało na 
celu uzyskanie informacji czy zmniejszenie ilości materiału badawczego, z zachowa­
niem takiej samej proporcji między wszystkimi składnikami mieszaniny reakcyjnej 
jak w teście klasycznym i wprowadzeniu dodatkowej 90-minutowej preinkubacji 
w temperaturze 37 °C, wpłynie na skuteczniejsze wykrywanie efektu mutagennego 
zanieczyszczeń pyłowych.

6.3.1. Wyniki testów z udziałem szczepu 
Salmonella typhimurium TA98

Test klasyczny Salmonella (test I)
Badania prowadzono, dodając na płytki ekstrakty zanieczyszczeń pochodzące z za­

kresu od 100 m3 do 0,195 m3 powietrza. W teście tym nie uzyskano efektu toksycznego

Salmonella tyhimurium TA98 
Test klasyczny

1-100 m

2- 50 m
3-25 m3

3
4-12,5 m

3
5- 6,25 m

3
6-3,125 m

3
7-1,56 m

3
8- 0,78 m

3
9- 0,39 m

3
10- 0,195 m

Rys. 18. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym dla próbki pobranej zimą 
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w największym badanym stężeniu zanieczyszczeń powietrza. Zaobserwowano jedynie 
zwiększone liczby rewertantów (LRj wraz ze zwiększeniem stężenia związków che­
micznych obecnych w badanych próbkach. Większe MR uzyskano w badaniach 
w obecności frakcji FB w porównaniu do badań w obecności frakcji FA (rys. 18, 19).

Największe wartości współczynnika MR (MR = 26,88 przy 100 m3/płytkę) uzy­
skano dla ekstraktu próbki pobieranej w okresie zimowym badanej bez udziału frak­
cji (-F). Ekstrakt ten zawierał więc większą liczbę mutagenów bezpośrednich typu 
zmiany fazy odczytu niż mutagenów pośrednich. Zdecydowanie mniejsze (MR = 
16,01 dla FA i MR = 16,19 dla FB przy 100 m3/płytkę), lecz zbliżone do siebie warto­
ści MR, choć większe dla frakcji FB, uzyskano w testach przeprowadzonych w obec­
ności obu frakcji mikrosomalnych. Dowodzi to, że enzymy obu frakcji wykazywały 
podobną aktywność w przekształcaniu promutagenów w mutageny bezpośrednie. 
Najmniejsze stężenie ekstraktu próbki zimowej, które we wszystkich testach (-F, FA, 
FB) wywołało efekt mutagenny (MR > 2), wynosiło 1,56 m3/płytkę. Z kolei wartości 
mutagenności M (tab. 14), czyli liczby rewertantów indukowanych przez 1 m3 bada­
nego powietrza, były największe w obecności frakcji FB (M = 89 rew./m3) i frakcji FA 
(M = 83 rew./m3) w porównaniu do badań wykonywanych bez udziału frakcji S9 (M = 
69 rew./m3).

Salmonella tyhimurium TA98

m3 powietrza na płytkę

3 
1-100 m
2- 50 m3

3- 25 m3

4-12,5 m3

3
5- 6,25 m 
6-3,125 m3 

7-1,56 m3
3

8- 0,78 m
9- 0,39 m3

3
10- 0,195 m

Rys. 19. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane 
w teście klasycznym dla próbki pobranej latem

Ekstrakt próbki pobranej w okresie letnim charakteryzował się mniejszym współ­
czynnikiem MR w stosunku do wyników, jakie uzyskano dla próbki pobranej w zimie. 
Dotyczyło to zwłaszcza współczynnika MR (MR = 6,81 przy 100 m3/płytkę) uzyska­
nego w teście bez frakcji (-F). Jest to uzasadnione, ponieważ w próbce pobranej 
w okresie letnim stwierdzono mniejszą koncentrację pyłów i mniejsze ilości badanych 
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WWA oraz ich nitrowych pochodnych (tab. 9, 11, 12). W przypadku tego ekstraktu więk­
szy współczynnik MR (MR = 7,25 dla FA i MR = 8,22 dla FB przy 100 m3/płytkę) uzy­
skano w badaniach z frakcją mikrosomalną, świadczące o przewadze związków o cha­
rakterze promutagenów. Podobnie jak dla próbki pobranej zimą współczynnik MR był 
większy dla frakcji FB. Najmniejsze stężenie ekstraktu pyłów pobieranych w lecie, 
które wywoływało efekt mutagenny, w badaniach prowadzonych bez frakcji i z obu 
frakcjami, zawierało zanieczyszczenia pochodzące z 12,5 m3 powietrza. Wyniki badań 
przedstawione w postaci mutagenności dla próbki pobranej latem były zbliżone (tab. 
14). Największą mutagenność otrzymano w rezultacie badań prowadzonych z frakcją 
FA (M = 54 rew./m3) i FB (M = 48 rew./m3). W przypadku testu prowadzonego bez 
udziału frakcji mutagenność wynosiła 41 rew./m3.

Test klasyczny Salmonella bez udziału NADP (test II)
Test klasyczny bez obecności NADP prowadzono, dodając na płytki ekstrakty za­

nieczyszczeń pochodzące z zakresu od 100 m3 do 0,78 m3 powietrza. W badanym za­
kresie stężeń zanieczyszczeń, z wyjątkiem próbki pobranej w lecie, w teście przepro­
wadzanym z aktywacją metaboliczną frakcją FA, otrzymano nieco mniejszą liczbę 
rewertantów niż w teście klasycznym (rys. 20, 21).

Zarówno dla próbki pobranej zimą, jak i latem nie stwierdzono efektu toksycznego 
w największym badanym stężeniu zanieczyszczeń powietrza. Obserwowano jedynie 
zmniejszenie się współczynnika MR wraz ze zmniejszeniem stężenia badanych pró­
bek. Zdecydowanie większą liczbę rewertantów stwierdzono dla ekstraktu próbki po­
branej zimą w porównaniu do próbki pobranej latem. Większy współczynnik MR uzy­
skano w badaniach prowadzonych z udziałem enzymów frakcji FA. Wartość MR, przy 
stężeniu zanieczyszczeń pochodzącym ze 100 m3, dla próbki pobranej zimą w teście 
z tą frakcją wynosiła 14,09, a dla próbki pobranej latem 9,64. W przypadku testów

Salmonella typhimurium TA98

1 2 3 4 5 6 7 8
m3 powietrza na płytkę

1-100 m3

2- 50 m3

3- 25 m3

4-12,5 m3

3
5- 6,25 m

3
6- 3,125 m

3
7- 1,56 m

3
8- 0,78 m

Rys. 20. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP dla próbki pobranej zimą



Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagenności... 77

Salmonella typhim urium TA98 
Test klasyczny bez dodatku NADP

Rys. 21. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP dla próbki pobranej latem

z frakcją FB współczynnik MR wynosił odpowiednio 9,23 i 7,07. Wynika z tego, że 
do pełnej aktywności enzymów mikrosomalnych frakcji FB potrzebna jest w więk­
szym stopniu obecność koenzymu NADP. Dla próbki pobranej zimą, badanej w obec­
ności FA, mutagenność M wynosiła 53 rew./m3, a w obecności FB 88 rew./m3. Z kolei 
w przypadku próbki pobranej w lecie mutagenność wynosiła odpowiednio 33 rew./m3 
i 49 rew./m3 (tab. 14). Liczba rewertantów indukowanych przez 1 m3 badanego po­
wietrza była więc większa w przypadku badań prowadzonych z enzymami frakcji FB.

Najmniejsze stężenia, które dawały efekt mutagenny (MR > 2), dla ekstraktu 
próbki pobieranej zimą, wynosiły zarówno dla frakcji FA, jak i dla frakcji FB 
1,56 m3/płytkę (tak jak w teście I). Dla próbki pobieranej latem stężenie progowe wy­
nosiło 12,5 m3/płytkę, dla badań w obecności obu frakcji. Było więc takie samo jak 
w przypadku testu klasycznego (I).

Test klasyczny Salmonella bez udziału NADP ze zwiększoną ilością bakterii (III)
Wyniki uzyskane dla klasycznego testu Salmonella prowadzonego bez udziału 

NADP z 10-krotnie zwiększoną ilością bakterii również nie pozwoliły wyznaczyć 
efektu toksycznego dla największego badanego stężenia zanieczyszczeń (rys. 22, 23).

Test ten, podobnie jak poprzedni, prowadzono, dodając na płytki ekstrakty zanie­
czyszczeń pochodzące z zakresu od 100 m3 do 0,78 m3 powietrza. W przypadku tego 
testu uzyskano również mniejszą liczbę LR dla próbki pobranej latem w porównaniu 
do próbki pobranej zimą. Wartości współczynnika MR, jakie otrzymano dla badań 
prowadzonych z frakcją FA, podobnie jak w teście II, były większe niż dla badań 
prowadzonych z frakcją FB. Co potwierdza spostrzeżenie, że w składzie frakcji FB 
bardziej potrzebny jest NADP. Może to wynikać z większej aktywności enzymów 
wchodzących w skład tej frakcji. Dodanie większej ilości bakterii spowodowało
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znaczny wzrost wartości współczynnika MR w przypadku próbki zimowej i nieznacz­
ny w przypadku próbki letniej, badanej w obecności frakcji FA, w porównaniu do testu 
I i II. Z kolei test przeprowadzany z frakcją FB w obecności ekstraktu zanieczyszczeń 
pobranych w lecie wykazał zmniejszenie MR w porównaniu do poprzednich testów. 
Otrzymano również dużo większą mutagenność M (tab. 14). Liczba rewertantów indu­
kowanych przez 1 m3 badanego powietrza wynosiła 1227 (FA) i 1504 (FB) w przypad­
ku próbki pobranej zimą oraz 337 (FA) i 303 (FB) w obecności próbki pobranej latem.

Salmonella typhimuriumTM8
Test klasyczny bez dodatku NADP 
z 10-krotnie większą ilością bakterii 
Zima Stare Miasto

cc 
s

25 -

ES3+F(A)
E2Z3+F(B1

1 2 3 4 5 6 7 8
m3 powietrza na płytkę

3 
1-100 m

2- 50 m3

3- 25 m3

4-12,5 m3

5- 6,25 m3

6- 3,125 m3

7-1,56 m3

8- 0,78 m3

Rys. 22. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP z 10-krotnie większą ilością bakterii dla próbki pobranej zimą

10-

Salmonella typhimurium TA98
Test klasyczny bez dodatku NADP 
z 10-krotnie większą ilością bakterii 
Lato Stare Miasto 1-100 m

2- 50 m3

ESS+F(A) 
FZ77l+F(B)

E3

3 4 5 6
m3 powietrza na płytkę

4-12,5 m
3

5- 6,25 m

6- 3,125 m3

7-1,56 m3

3
8- 0,78 m

Rys. 23. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym bez NADP
z 10-krotnie większą ilością bakterii dla próbki pobranej latem
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Stężenia progowe, dla których uzyskano MR > 2, wynosiły dla próbki pobranej 
zimą w przypadku badań prowadzonych z FA 3,125 m3/płytkę, a dla badań prowadzo­
nych z FB 6,25 m3/płytkę. Natomiast dla ekstraktu próbki pobranej latem dla badań 
z FA 6,25 m3/płytkę, a dla badań z FB aż 25 m3/płytkę.

Uzyskane wyniki wskazują, że 10-krotne zwiększenie ilości bakterii Salmonella 
typhimurium TA98 powoduje wyraźne zwiększenie stężenia wywołującego efekt mu­
tagenny badanych ekstraktów (z wyjątkiem badań prowadzonych dla próbki pobranej 
latem z frakcjąFA).

Test klasyczny Salmonella z 10-krotnie zwiększoną ilością bakterii (IV)
W teście klasycznym, który zmodyfikowano przez wprowadzenie 10-krotnie więk­

szej ilości bakterii, zaobserwowano w całym badanym zakresie stężeń ekstraktów po­
wietrza (100-0,0485 m3) jedynie zwiększenie LR wraz ze wzrostem stężenia zanie­
czyszczeń wprowadzanych na płytkę (rys. 24, 25). Tak jak w poprzednich testach, 
liczba rewertantów uzyskanych dla próbki pobranej w lecie była zdecydowanie mniej­
sza w stosunku do liczby rewertantów, jakie uzyskano dla próbki pobranej zimą.

Dla ekstraktu próbki pobranej zimą badanej w obecności buforu (-F) uzyskano 
zdecydowanie większy współczynnik MR (MR = 34,50 przy 100 m3/płytkę) w po­
równaniu do testu klasycznego (I) (MR = 26,88 przy 100 m3/płytkę). W badaniach 
prowadzonych z frakcją mikrosomalną FA i FB wartości te nieznacznie się zmniej­
szyły. Ponadto, współczynnik MR dla badań bez frakcji był większy niż dla badań 
w obecności frakcji mikrosomalnych, tak jak w teście I (przewaga mutagenów bez­
pośrednich). Stężenie ekstraktu zimowego, dla którego stwierdzono efekt mutagenny

Salmonella typhimurium TA98
Test klasyczny z 10-krotnie większą ilością bakterii 1 100m3

Rys. 24. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym
z 10-krotnie większą ilością bakterii dla próbki pobranej zimą
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Salmonella typhimurium TA98
1- 100 m3

2- 50 m3

3- 25 m3

4- 12,5 m3

5- 6,25 m3

6- 3,125 m3

3
7- 1,56 m
8- 0,78 m3

9- 0,39 m3

10- 0,195 m3

11- 0,097 m3

12- 0,0485 m3

Rys. 25. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym 
z 10-krotnie większą ilością bakterii dla próbki pobranej latem

wynosiło: dla badań prowadzonych bez frakcji 0,39 m3 (mniejsze niż w teście kla­
sycznym), a dla FA i FB 12,5 m3 (większe niż w teście klasycznym). Mutagenność M 
wynosiła: 93 rew./m3 w badaniach bez frakcji, 25 rew./m3 w badaniach z frakcją FA 
i 39 rew./m3 z frakcją FB (tab. 14).

W przypadku próbki pobranej latem współczynnik MR dla wszystkich badań (-F, 
FA, FB) nieznacznie zwiększył się w porównaniu do testu klasycznego. Ponadto, 
w razie największego stężenia zanieczyszczeń wprowadzanych na płytkę, pochodzą­
cego z 100 m3 powietrza, otrzymano większy współczynnik MR w badaniach bez 
frakcji, odwrotnie niż w teście I. Świadczy to o ujawnieniu się w tym stężeniu więk­
szego działania mutagenów bezpośrednich. Liczba rewertantów indukowanych przez 
1 m3 badanego powietrza (A/) wynosiła 23 dla badań bez frakcji, 41 w obecności FA 
i 66 w obecności FB (tab. 14).

W przypadku tego testu stężenie zanieczyszczeń pochodzące z 1,56 m3 (zmniej­
szenie stężenia progowego w stosunku do testu klasycznego) pozwoliło wykryć obec­
ność mutagenów bezpośrednich w ekstrakcie letnim, natomiast dla próbek badanych 
w obecności frakcji A i B efekt ten zaobserwowano dla zanieczyszczeń pochodzących, 
tak jak w teście I, z 12,5 m3.

Test klasyczny Salmonella z preinkubacją w 37 °C (V)
Wyniki uzyskane dla testu klasycznego, prowadzonego z preinkubacją prowadzo­

ną w czasie 10, 20, 30 i 40 minut w 37 °C, wykazały zmiany LR w zależności od cza­
su preinkubacji. Wpływ preinkubacji na liczbę powstających rewertantów szczepu 
TA98 badany był w obecności ekstraktu zanieczyszczeń pobranych zimą pochodzą­
cych z 1,56 m3 powietrza i ekstraktu zanieczyszczeń pobranych latem pochodzących 
z 12,5 m3 powietrza (tab. 7).
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Salmonella typhimurium TA98

Rys. 26. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 37 °C

W badaniach bez udziału frakcji (rys. 26) otrzymano wyraźnie większe współ­
czynniki mutagenności dla próbek inkubowanych przez 20 minut (MR = 5,1 dla 
próbki zimowej i MR = 4,2 dla próbki letniej) w stosunku do pozostałych. Dalsza 
preinkubacja powodowała zmniejszenie liczby rewertantów do poziomu zbliżonego, 
jaki uzyskano dla prób nieinkubowanych. Po 20 minutach preinkubacji uzyskane 
współczynniki MR stanowiły dla próbki pobranej zimą 133%, a dla próbki pobranej 
latem 165% wartości współczynnika MR uzyskanej dla próbek niepreinkubowanych 
(100%).

Czas preinkubacji [min]

Rys. 27. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z FA w temperaturze 37 °C
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Salmonella typhimuriumTM8

Rys. 28. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z FB w temperaturze 37 °C

Preinkubacja szczepu w obecności ekstraktu pyłów pobieranych zimą i latem 
w obecności FA (rys. 27) powodowała również zmiany współczynnika mutagenności. 
Największe jego wartości uzyskano dla prób preinkubowanych przez 30 minut (MR = 
4,8 dla próbki zimowej i letniej). Tak długo prowadzona preinkubacja spowodowała 
zwiększenie współczynnika mutagenności uzyskanego dla próbki zimowej do 140%, 
a dla próbki letniej do 192% w stosunku do próbek niepreinkubowanych.

Badania prowadzone w obecności ekstraktu pyłów pobranych w okresie zimowym 
z udziałem FB (rys. 28) wykazywały brak istotnego wpływu preinkubacji na współ­
czynnik MR, natomiast preinkubacja w obecności ekstraktów pyłów pobranych 
w okresie letnim ujawniła wyraźne zwiększenie liczby rewerntantów po 20-minutowej 
preinkubacji (MR = 9,7). Uzyskany współczynnik MR stanowił 269% MR, jaką uzy­
skano klasyczną metodą testu (bez preinkubacji).

Test klasyczny Salmonella z preinkubacją w 30 °C (VI)
Test klasyczny z preinkubacją w temperaturze 30 °C prowadzono w wariantach 

20, 30, 40 i 50-minutowej preinkubacji. Wpływ preinkubacji na liczbę powstających 
rewertantów szczepu TA98 badany był w obecności ekstraktów pyłów pobranych zi­
mą i latem, dla takiego samego stężenia jak w teście V.

W badaniach bez udziału frakcji (rys. 29) zarówno dla próbki pobranej zimą, jak 
i latem zaobserwowano zwiększenie liczby rewertantów w ciągu 40-minutowej pre­
inkubacji (MR = 5,76 dla próbki zimowej i MR = 7,67 dla próbki letniej). Po 40 mi­
nutach uzyskane współczynniki mutagenności stanowiły dla próbki pobranej zimą 
223%, a dla próbki pobranej latem 320% w stosunku do współczynnika MR dla pró­
bek niepoddanych inkubacji. Po 50 minutach odnotowano zmniejszenie MR dla tych 
ekstraktów, odpowiednio do 173% i 250% w porównaniu do próbek niepreinkubo­
wanych.
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Rys. 29. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 30 °C

Podobny efekt dawała preinkubacją próbki pobranej zimą, badanej w obecności 
frakcji FA (rys. 30). Maksimum liczby rewertantów dla tej próbki zaobserwowano 
po 40 minutach inkubacji (MR = 3,48). Współczynnik MR stanowił wtedy 140% 
wartości współczynnika MR dla próbki nieinkubowanej, a po 50 minutach zaobser­
wowano zmniejszenie jego wartości do 117%. W przypadku ekstraktu próbki pobra­
nej latem obserwowano stopniowy przyrost liczby rewertantów w czasie. Maksi­
mum wartości współczynnika MR (MR = 3,6) otrzymano dla tej próbki dopiero po 
50 minutach inkubacji i wynosiło ono 150% wartości MR w porównaniu do próbki 
nieinkubowanej.

0 20 30 40 50

Czas preinkubacji [min]

Rys. 30. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z FA w temperaturze 30 °C
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Rys. 31. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z FB w temperaturze 30 °C

Preinkubacją ekstraktów pobranych zimą i latem w obecności frakcji FB (rys. 31) 
spowodowała również stopniowe zwiększenie LR w czasie. Po 50 minutach uzyskano 
MR o 50% i 33% większe w stosunku do MR dla próbek nieinkubowanych (MR = 3,69 
dla próbki zimowej i MR = 4,78 dla próbki letniej). Jednak wpływ preinkubacji był 
niewielki dla ekstraktu próbki pobranej latem, po 20 minutach bowiem współczynnik 
MR był na poziomie 123% MR próby nieinkubowanej.

Test klasyczny Salmonella w modyfikacji Kado (VII)
Badania za pomocą testu Salmonella w modyfikacji Kado prowadzono, dodając na 

płytki ekstrakty zanieczyszczeń pochodzące z zakresu 0,078-5 m3 powietrza w przy­
padku próbki pobranej zimą i od 5 m3 do 0,3125 m3 powietrza w przypadku próbki 
pobranej latem.

Dla tego testu również zaobserwowano powstawanie większej liczby LR dla 
ekstraktów próbki pobranej zimą w porównaniu do próbki pobranej latem (rys. 32, 
33). Jedynie ekstrakty pyłów pochodzące z 5 m3 powietrza, badane bez aktywacji 
metabolicznej (-F), spowodowały załamanie krzywej dawka-odpowiedź (efekt tok­
syczny). Dla zanieczyszczeń pochodzących z 5 m3 i z 2,5 m3 powietrza uzyskano 
większe współczynniki MR w badaniach prowadzonych w obecności frakcji mikro- 
somalnej FA (MR = 21,42 i 18,96 dla próbki zimowej oraz MR = 4,11 i 3,72 dla 
próbki letniej). W testach prowadzonych z tymi stężeniami ekstraktów, w obecności 
frakcji FB, uzyskano najmniejsze współczynniki MR, mniejsze nawet od tych, jakie 
uzyskano w badaniach bez frakcji (MR = 15,14 i 11,44 dla próbki zimowej oraz MR 
= 2,68 i 1,80 dla próbki letniej). Z kolei w testach z ekstraktami pochodzącymi 
z 1,26 m3 powietrza największą wartość współczynnika MR uzyskano dla badań bez 
frakcji. Wynika z tego, że dla większych stężeń zanieczyszczeń powietrza badanych 
testem Kado ujawniło się działanie mutagenów pośrednich, a dla stężeń mniejszych, 
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bezpośrednich, typu zmiany fazy odczytu. Bardziej przydatna w badaniach okazała 
się też frakcja FA. Mutagenności (Mj w przypadku próbki pobranej zimą wynosiła: 
109 rew./m3 (-F), 101 rew./m3 (FA) i 88 rew./m3 (FB), oraz 45 rew./m3 (-F), 
47 rew./m3 (FA) i 37 rew./m3 (FB) dla próbki pobranej latem (tab. 14).

Salmonella typhimuriumTM8

I- 5 m3

II- 2,5 m3
3

III- 1,26 m
IV- 0,625 m3

3
V- 0,3125 m

3
VI- 0,156 m
VII- 0,078 m3

Rys. 32. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym 
w modyfikacji Kado dla próbki pobranej zimą

Salmonella typhimurium TA98
Test w modyfikacji Kado
Lato Stare Miasto

II- 2,5 m
1,26 m 3

V- 0,3125 m

m3 powietrza na ptytkę

Rys. 33. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym 
w modyfikacji Kado dla próbki pobranej latem

Najmniejsze stężenie próbki pobranej zimą, dla której stwierdzono efekt mutagen­
ny wynosiło: dla badań prowadzonych bez frakcji - 0,3125 m3/płytkę, a dla badań 
zFA i FB - 0,625 m3/płytkę. Było więc mniejsze niż w teście klasycznym. Z kolei 
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w przypadku próbki pobranej latem mutagenne okazały się stężenia zanieczyszczeń 
pochodzące z 1,26 m3 powietrza w testach przeprowadzonych bez aktywacji metabo­
licznej i z aktywacją frakcją FA, natomiast w obecności frakcji FB mutagenne okazały 
się zanieczyszczenia pochodzące z 5 m3. Czyli również stężenia progowe ekstraktów 
były mniejsze niż w teście I.

Test klasyczny Salmonella z preinkubacją w formie Mini (VIII)
W teście klasycznym z preinkubacją w formie Mini największe badane stężenie 

zanieczyszczeń pochodziło z 30 m3 powietrza. Ilość ta jest około trzykrotnie mniejsza 
od ilości badanej próbki wprowadzanej do testu klasycznego oraz sześć razy większa 
niż stosowana w teście w modyfikacji Kado.

W przypadku tego testu nie zaobserwowano efektu toksycznego na krzywej daw- 
ka-odpowiedź (rys. 34, 35). Uzyskane wartości współczynnika MR były również 
większe dla próbki pobranej zimą, w porównaniu z próbką pobraną latem. Najmniejszą 
liczbę rewertantów stwierdzono w badaniach prowadzonych z frakcją FB dla zanie­
czyszczeń pochodzących z ekstraktów obu próbek. Było to najbardziej widoczne 
w dużych stężeniach zanieczyszczeń powietrza wprowadzanych na płytkę. W przy­
padku próbki pobranej zimą w stężeniach ekstraktu, pochodzącego z 30 m3, 3,75 m3, 
1,875 m3 i 0,937 m3 powietrza, największy współczynnik MR uzyskano dla badań 
z frakcja FA, podobnie jak w teście Kado. Jedynie w stężeniu zanieczyszczeń znajdu­
jących się w 7,5 m3 powietrza większe MR uzyskano dla mutagenów bezpośred- 
nich(-F). Większe współczynniki MR w badaniach prowadzonych bez aktywacji me­
tabolicznej uzyskano także w największych stężeniach zanieczyszczeń (30 m3, 15 m3) 
wprowadzanych na płytkę w przypadku próbki pobranej latem.

Salmonella typhimurium TA98

Rys. 34. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym 
z preinkubacją w formie Mini dla próbki pobranej zimą
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Salmonella typhimurium TA98

3- 7,5 m
4- 3,75 m3

5- 1,875 m3

6- 0,937 m3

7- 0,48 m3

8- 0,234 m3

9- 0,117 m3

11- 0,0292 m
12- 0,014 m3

Rys. 35. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym 
z preinkubacją w formie Mini dla próbki pobranej latem

Największą mutagenność (Mj stwierdzono w badaniach próbki pobranej zimą 
prowadzonych z FB (115 rew./m3) i z FA (80 rew./m3), a najmniejszą w badaniach bez 
frakcji (61 rew./m3). Dla próbki pobranej latem mutagenność M była zbliżona i wyno­
siła odpowiednio 45 rew./m3 (-F), 47 rew./m3 (FA) i 37 rew./m3 (FB) (tab. 14).

Najmniejsze stężenie ekstraktu pyłów pobranych zimą, które powodowało efekt 
mutagenny w tym teście, zawierało zanieczyszczenia pochodzące z 1,875 m3 po­
wietrza w przypadku badań prowadzonych bez aktywacji metabolicznej, 0,937 m3 
w obecności FA i 3,75 m3 w obecności FB. Stężenia progowe były więc większe niż 
w teście Kado, ale mniejsze w porównaniu do testu klasycznego w badaniach muta- 
genów pośrednich z frakcją FA. Z kolei najmniejsze stężenie ekstraktu pyłów po­
branych latem, wywołujące efekt mutagenny w badaniach prowadzonych bez frakcji 
i z frakcją FB, wynosiło 15 m3, a w badaniach prowadzonych z aktywacja metabo­
liczną frakcją FA wynosiło 7,5 m3/płytkę. Było więc większe w porównaniu do testu 
klasycznego i Kado, z wyjątkiem badań z frakcją FA, w porównaniu do testu kla­
sycznego.

Z porównania wyników badań otrzymanych dla testu klasycznego (I) i dla testu 
klasycznego bez udziału NADP (II), prowadzonych w obecności obu frakcji mikro- 
somalnych, widać dużą przydatność frakcji FB w wykrywaniu mutagenów pośrednich 
typu zmiany fazy odczytu, obecnych zarówno w próbkach pobranych zimą, jak i la­
tem. Mimo iż w teście II, prowadzonym z udziałem tej frakcji, zaobserwowano mniej­
sze liczby powstających rewertantów, nie miało to wpływu na stężenia progowe testu. 
Również brak obecności dodatkowej puli NADP w składzie frakcji mikrosomalnych 
nie miał wpływu na najmniejsze stężenia badanych ekstraktów wywołujące efekt mu­
tagenny. Uzyskano jedynie mniejszy współczynnik MR w badaniach z frakcją FB 
w porównaniu do badań z frakcją FA. Co wskazuje na to, iż frakcja FB do pełnej ak­
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tywności metabolicznej potrzebuje w większym stopniu dodatkowej puli koenzymu 
NADP. Wynika z tego, że w badaniach prowadzonych w obecności szczepu TA98 nie 
jest konieczne wprowadzanie NADP do składu S9-mix, jak również można je prowa­
dzić z frakcjąFB.

Tabela 14. Mutagenność (AT) otrzymana dla poszczególnych testów przeprowadzonych 
dla ekstraktów próbki zimowej i letniej pobranych na Starym Mieście w obecności szczepu TA98

Pora 
roku Rodzaj testu

Obecność 
frakcji S9

Równanie prostej 
regresji R2

Mutagenność 
W 

rew./m3

Zima I
-F y=33,6+34,9% 0,99 69
FA y=45,7+37,4% 0,99 83
FB y=42,7+46% 0,99 89

Lato I
-F y=36,6+4,5% 0,96 41
FA y=45,3+8,5x 0,93 54
FB y=41,2+7,3% 0,96 48

Zima II FA y=35,6+17,9% 0,94 53
FB y=51,2+36,4% 0,96 88

Lato II FA y=28,6+4,5% 0,97 33
FB y=44,2+4,3x 0,96 49

Zima III FA y= 178,5+1048,7x 0,99 1227
FB y=150+1353,9x 1,0 1504

Lato III FA y=155,1+181,8x 0,98 337
FB y= 144,3+158,4% 0,99 303

Zima IV
-F y=34,6+58,4x 0,93 93
FA y=22+3,2% 0,98 25
FB y=36,3+2,9% 0,94 39

Lato IV
-F y=21,3+1,23% 0,83 23
FA y=29,l+12,4% 0,94 41
FB y=38,6+27,6% 0,93 66

Zima VII
-F y=20,9+87,7% 0,91 109
FA y=25,7+74,9% 0,94 101
FB y=27,8+60% 0,99 88

Lato VII
-F y= 19,8+24,9% 0,99 45
FA y=20,1+26,5% 0,98 47
FB y=27,8+9,4x 0,99 37

Zima VIII
-F y=42,6+18,4% 0,92 61
FA y=45,7+69,8x 0,83 115
FB y=51,2+28,9% 0,93 80

Lato VIII
-F y=37,1+4,2% 0,83 41
FA y=45,5+5,1% 0,90 5!
FB y=49,7+3,7% 0,90 53

Wprowadzenie do testu III, realizowanego bez udziału koenzymu NADP, 10- 
krotnie większej ilości bakterii spowodowało zwiększenie współczynnika MR, 
szczególnie widoczny w przypadku próbki pobranej zimą. Nastąpiło jednak przesu­
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nięcie progu wykrywalności obecności zanieczyszczeń mutagennych w stosunku do 
testu I i II w stronę większych stężeń badanych ekstraktów (z wyjątkiem badań z FA 
próbki pobranej latem).

Porównanie testu IV z testem I wskazuje, że wprowadzenie 10-krotnie większej 
ilości bakterii do testu klasycznego powoduje wyraźne zwiększenie współczynnika 
MR, w większych stężeniach ekstraktów zanieczyszczeń wprowadzonych na płytkę w ba­
daniach prowadzonych bez aktywacji metabolicznej próbki pobranej w zimie i w mniej­
szym stopniu próbki pobranej w lecie. Z kolei obecność zwiększonej ilości bakterii 
w badaniach prowadzonych z aktywacją metaboliczną spowodowała zmniejszenie 
współczynnika MR w przypadku badań z próbką pobraną w zimie i zwiększenie 
współczynnika MR w badaniach z próbką pobraną w lecie. Niezwykle istotną sprawą 
jest więc stężenie zanieczyszczeń obecnych w badanych ekstraktach przypadających 
na pojedynczą komórkę oraz odpowiednia liczba enzymów metabolizujących obec­
nych w mieszaninie reakcyjnej. Miało to swoje odzwierciedlenie w stężeniach progo­
wych testu. W badaniach próbki pobranej zimą bez frakcji oraz w badaniach próbki 
pobranej latem z frakcjami uzyskano wyraźne obniżenie progów wykrywalności. To 
przesuniecie progu wykrywalności mutagenów pośrednich w obecności zwiększonej 
ilości bakterii może sugerować, że enzymy bakteryjne wraz z enzymami frakcji mi- 
krosomalnych współuczestniczą w przekształcaniu mutagenów pośrednich w bezpo­
średnie.

Testy V i VI wykazały duży wpływ preinkubacj na liczbę uzyskiwanych rewer- 
tantów. Z przeprowadzonych badań wynika, że szczep TA98 dawał zdecydowanie 
różną odpowiedź mutagenną w zależności od temperatury i czasu preinkubacji. Dla 
tego szczepu 40-50-minutowa preinkubacja w temperaturze 30 °C i 20-minutowa 
w temperaturze 37 °C wydaje się być optymalna, ponieważ dalsze przedłużanie cza­
su preinkubacji dla niektórych próbek powodowało wyraźne zmniejszenie obserwo­
wanego efektu mutagennego. Wyniki uzyskane w badaniach nad wpływem czasu 
i temperatury preinkubacji dowodzą, że testy, które w swej procedurze zawierają 
preinkubację, muszą być prowadzone z bardzo dużą dyscypliną czasową, ponieważ 
stosunkowo niewielkie odstępstwo od ustalonego czasu preinkubacji może dopro­
wadzić do uzyskania niepowtarzalnych wyników.

W teście klasycznym w modyfikacji Kado (VII) uzyskano bardzo znaczące prze­
suniecie progów wykrywalności substancji mutagennych w stronę mniejszych stężeń 
zanieczyszczeń wprowadzanych na płytkę w porównaniu z testem klasycznym (I). 
Test ten wykrywa więc obecność mutagenów pośrednich i bezpośrednich w mniejszej 
objętości próbki. Ponadto, w badanych większych stężeniach w teście Kado ujawniło 
się działanie mutagenów pośrednich, a w stężeniach mniejszych bezpośrednich. Bar­
dziej przydatna okazała się też frakcja FA niż FB.

Zmniejszenie objętości badanej próbki z zachowaniem proporcji w mieszaninie 
inkubacyjnej, takich samych jak w teście klasycznym (I), i wprowadzenie dodat­
kowej preinkubacji, spowodowało zmniejszenie czułości testu w formie Mini (VIII) 
oraz zmniejszenie współczynników MR. Jedynie w przypadku próbek badanych 
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w obecności frakcji FA stężenia zanieczyszczeń wywołujące efekt mutagenny były 
przesunięte w kierunku mniejszych wartości w porównaniu do testu klasycznego.

6.3.2. Wyniki testów z udziałem szczepu 
Salmonella typhimurium TA100

Test klasyczny Salmonella (test I)
Badania prowadzono, dodając na płytki ekstrakty zanieczyszczeń pochodzące 

z zakresu od 100 m3 do 0,0485 m3 powietrza (rys. 36, 37). Mutageny zawarte w ba­
danych ekstraktach zanieczyszczeń wywoływały mniejszą odpowiedź ze strony 
szczepu TA100, w porównaniu ze szczepem TA98. W całym badanym zakresie stę­
żeń ekstraktów obserwowano zwiększenie liczby rewertantów wraz ze wzrostem 
ilości zanieczyszczeń, pobranych zimą i latem, wprowadzanych na płytkę. W przy­
padku ekstraktu próbki pobranej zimą największe wartości współczynnika MR (MR 
= 5,68 przy 100 m3 powietrza/płytkę) uzyskano w teście wykonywanym bez akty­
wacji metabolicznej. W wyniku badań prowadzonych z aktywacją metaboliczną tego 
ekstraktu większe wartości współczynnika MR uzyskano dla frakcji FA (MR = 5,48 
dla FA i MR = 4,05 dla FB przy 100 m3/płytkę). Z kolei w próbce pobranej latem 
silniejszą odpowiedź mutagenną uzyskano w obecności frakcji mikrosomalnych. 
W testach z frakcją mikrosomalną FA uzyskano nieco większe współczynniki MR 
niż w badaniach z frakcją FB, z wyjątkiem badanego największego stężenia eks­
traktu tej próbki.

S alm o n ella tyhimurlum TA100

m3 powietrza na płytkę

Rys. 36. Współczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane 
w teście klasycznym dla próbki pobranej zimą

Liczba rewertantów indukowanych przez 1 m3 powietrza pobranego zimą była 
największa w badaniach prowadzonych z FA (197), natomiast w badaniach z FB i bez 
frakcji wartości były zbliżone i wynosiły odpowiednio: 171 i 169. W przypadku prób­
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ki pobranej latem największe wartości mutagenności (M) uzyskano w badaniach 
z frakcją FA (165 rew./m3) i frakcją FB (159 rew./m3), a najmniejsze w badaniach bez 
frakcji (111 rew./m3) (tab. 15).

Salmonella tyhimurium TA100

m3 powietrza na płytkę

Rys. 37. Współczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane 
w teście klasycznym dla próbki pobranej latem

Dla próbki pobranej zimą najmniejsze stężenie, wykazujące obecność mutagenów 
bezpośrednich, pochodziło z 3,125 m3 powietrza. W badaniach z frakcją FA były to 
zanieczyszczenia pochodzące z 12,5 m3, a dla badań z frakcją FB aż z 25 m3/płytkę. 
Natomiast w przypadku próbki pobranej latem, w badaniach bez frakcji i z frakcją FB, 
mutagenny efekt zaobserwowano dopiero po wprowadzeniu na płytkę ekstraktu zanie­
czyszczeń pochodzących aż ze 100 m3 powietrza. Z kolei w badaniach z frakcją FA po 
wprowadzeniu 50 m3/płytkę.

Test klasyczny Salmonella bez udziału NADP (test II)
W teście klasycznym prowadzonym bez dodatku NADP, jako składnika frakcji S9- 

mix, uzyskano zbliżone wartości współczynnika MR, jak w teście I (rys. 38, 39). 
W przypadku badań próbki pobranej zimą z frakcją FB otrzymano efekt toksyczny na 
krzywej dawka-odpowiedź. W tym teście zanieczyszczenia mutagenne wykryto dla 
próbki pobranej zimą w stężeniu 12,5 m3 dla badań z FA i FB, a dla próbki pobranej 
latem w stężeniu 100 m3 dla frakcji FA i 50 m3 dla frakcji FB. Brak dodatkowej puli 
NADP w środowisku reakcji nie wpływał w sposób zasadniczy na czułość testu 
i liczby uzyskiwanych rewertantów.

Otrzymano większą mutagenność (M) w badaniach prowadzonych z frakcją FA 
w porównaniu do badań z frakcją FB zarówno dla próbki pobranej zimą, jak i la­
tem (tab. 15). Liczba rewertantów indukowanych przez 1 m3 powietrza pobranego 
zimą wynosiła 121 (FA) i 100 (FB), a w przypadku próbki pobranej latem 92 (FA) 
i 78 (FB).
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Salm onella typhim uriu m TA100

Rys. 38. Współczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP dla próbki pobranej zimą

Salmonella typhimurium TA100 
Test klasyczny bez dodatku NADP

3,0 “i Lato Stare Miasto

Rm+F(A)

1 2 3
m3 powietrza na płytkę

3- 25 m
4- 12,5 m3

1-100 m
_ „ 3

Rys. 39. Współczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP dla próbki pobranej latem

Test klasyczny Salmonella bez udziału NADP ze zwiększoną ilością bakterii (III)
W teście prowadzonym bez dodatku NADP z 10-krotnie większą ilością bakterii 

otrzymano większe współczynniki MR dla próbki pobranej zimą (rys. 40, 41) w sto­
sunku do testu II. Ponadto, w przypadku ekstraktów tej próbki, uzyskano nieco 
większe MR w obecności frakcji FB w teście, do którego wprowadzano zanieczysz­
czenia pochodzące ze 100 m3 (MR = 6,2 dla FB i MR = 5,9 dla FA) i 50 m3 (MR = 
5,02 dla FB i MR = 4,7 dla FA) powietrza. Dla ekstraktów zanieczyszczeń pobra­
nych latem uzyskano zdecydowanie większy współczynnik MR dla tej frakcji w ca­
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łym zakresie stężeń badanych zanieczyszczeń. Otrzymano również większą muta­
genność (M) w badaniach prowadzonych z frakcją FB w porównaniu do badań 
z frakcją FA zarówno dla próbki pobranej zimą, jak i latem (tab. 15). Liczba rewer­
tantów indukowanych przez 1 m3 powietrza pobranego zimą wynosiła 147 (FB) 
i 126 (FA), a w przypadku próbki pobranej latem 122 (FB) i 115 (FA).

3 4 5
m3 powietrza na płytkę

Rys. 40. Współczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP z 10-krotnie większą ilością bakterii dla próbki pobranej zimą

I
Salmonella typhimuriumTMOO
Test klasyczny bez dodatku NADP 
z 10-krotnie większą ilością bakterii 
Zima Stare Miasto

^^+F(A) 
E2Z3+F(B)

I gg

3 
1-100 m
2- 50 m3

3- 25 m3

4- 12,5 m3
3

5- 6,25 m
3

6- 3,125 m
7- 1,56 m3

Salmonella typhimurium TA98
Test klasyczny bez dodatku NADP

Rys. 41. Współczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP z 10-krotnie większą ilością bakterii dla próbki pobranej latem

Zwiększenie ilości bakterii nie wpłynęło na zmianę progu wykrywalności substan­
cji mutagennych w przypadku próbki pobranej zimą w porównaniu do testu II. Wyno­



94 Katarzyna Piekarska

siło ono 12,5 m3 powietrza na płytkę w obecności obu frakcji. W przypadku próbki 
pobranej latem nie stwierdzono efektu mutagennego w badaniach prowadzonych 
z frakcją FA. W przypadku badań z frakcją FB wartość MR > 2 stwierdzono tylko dla 
stężenia zanieczyszczeń pochodzących z 100 m3 powietrza.

Test klasyczny Salmonella z 10-krotnie zwiększoną ilością bakterii (IV)
W teście klasycznym z 10-krotnie większą ilością bakterii, prowadzonym w obec­

ności ekstraktów zanieczyszczeń dodawanych na płytkę pochodzących z zakresu od 
100 m3 do 0,0485 m3 powietrza, nie zaobserwowano, tak jak w poprzednich testach, 
efektu toksycznego na krzywej dawka-odpowiedź (rys. 42, 43). Uzyskane wartości 
współczynnika MR były zbliżone do otrzymanych w teście klasycznym (I), większe 
w badaniach bez frakcji (MR = 7,51 dla -F, MR = 6,18 dla FA i MR = 5,38 dla FB 
przy 100 m3/ płytkę) w przypadku próbki pobranej zimą oraz w badaniach z frakcją 
mikrosomalną w przypadku próbki pobranej latem (MR = 2,74 dla -F, MR = 2,76 dla 
FA i MR = 2,83 dla FB przy 100 m3/ płytkę). Podobnie jak w teście klasycznym więk­
sze wartości MR uzyskano dla frakcji FA w testach z próbką zimową, a dla frakcji 
FB w badaniach z próbką pobraną latem. Wartości mutagenności w przypadku 
próbki pobranej zimą wynosiły 135 rew./m3 (FA), 133 rew./m3 (-F) i 129 rew./m3 
(FB), a dla próbki pobranej latem 120 rew./m3 (FB), 115 rew./m3 (FA) i 112 rew./m3 
(-F) (tab. 15).

Stężenie zanieczyszczeń pochodzące z 6,25 m3 powietrza pobranego zimą okazało się 
mutagenne w badaniach prowadzonych bez frakcji, jak i z frakcjąFA i FB. Wzrost lilości 
bakterii testowych spowodował zwiększenie stężenia progowego testu w stosunku do testu 
klasycznego jedynie w badaniach bez frakcji. Z kolei zwiększenie ilości bakterii wpłynęło 
na zwiększenie czułości testu w badaniach próbki zimowej w obecności frakcji FA i FB. 
Dla próbki pobranej latem stężenie progowe dla mutagenów bezpośrednich było takie sa­
me jak w teście klasycznym i wynosiło 100 m3 powietrza na płytkę, a dla mutagenów po­
średnich 50 m3/płytkę (mniejsze tylko dla badań z frakcja FB).

Salmonella typhimuriumTMOO 1- 100 m3

2- 50 m 3

3-25 m 3

4- 1 2,6 m 3

5- 5,26 m 3

6- 3,125 m 3

7- 1 ,56 m 3

8-0,78 m3

39- 0,39 m
310- 0,195 m

1 1- 0,097 m3

1 2- 0,0485 m 3

Rys. 42. Współczynniki MR dla szczepu TA 100 uzyskane w teście klasycznym 
z 10-krotnie większą ilością bakterii dla próbki pobranej zimą
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Salmonella typhimurium TA100
Test klasyczny z 10-krotnie większą ilością bakterii

m’ powietrza na płytkę

1-100 m ’

3
2- 50 m

33- 25 m
3

4- 1 2,5 m
5-6,25 m 3

6- 3,125 m 3

7- 1,56 m 3

8- 0,78 m 3

39- 0,39 m
1 0- 0,1 95 m 3

1 1- 0,097 m 3

1 2- 0,0485 m 3

Rys. 43. Współczynniki MR dla szczepu TAI 00 uzyskane w teście klasycznym 
z 10-krotnie większą ilością bakterii dla próbki pobranej latem

Test klasyczny Salmonella z preinkubacją w 37 °C (V)
W rezultacie badań prowadzonych testem klasycznym z preinkubacją w 37 °C 

otrzymano zmianę liczby rewertantów w zależności od czasu preinkubacji (rys. 44, 45, 
46). Badania ze szczepem TA100 prowadzono na zdecydowanie większych stężeniach 
ekstraktów zanieczyszczeń powietrza (tab. 7), ponieważ szczep ten dawał znacznie 
mniejsze współczynniki MR w obecności badanych próbek w porównaniu do otrzy­
manych dla szczepu TA98. Dla próbki pobranej zimą stosowano stężenie zanieczysz­
czeń pochodzące z 25 m3 powietrza, a dla próbki pobranej latem z 100 m3 powietrza.

Rys. 44. Współczynniki MR dla szczepu TA 100 uzyskane w teście prcinkubacyjnym 
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 37 °C

Badania prowadzone bez frakcji (rys. 44) wykazały niewielki wpływ czasu prein­
kubacji na liczbę powstających rerwertantów. Dla próbki pobranej zimą maksymalny 
współczynnik MR (2,3) uzyskano po 20 minutach, a dla próbki pobranej latem po 10
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minutach (MR = 2,1). Po czasie preinkubacji stanowiły one, dla obu prób, 109% war­
tości MR uzyskanych dla próbek nieinkubowanych.

Rys. 45. Współczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z frakcjąFA w temperaturze 37 °C

Salmonella typhimuriumTMOO

Rys. 46. Współczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z frakcją FB w temperaturze 37 °C

Preinkubacją prowadzona w obecności frakcji FA (rys. 45) wykazała również nie­
znaczne zwiększenie współczynnika MR w czasie. Po 30 minutach stwierdzono 
zwiększenie MR do 136%, a po 40 minutach do 139% w badaniach z próbką pobraną 
zimą w stosunku do wyników, jakie uzyskano dla tych próbek bez preinkubacji. 
Z kolei największy współczynnik MR (126%), w stosunku do wartości dla ekstraktu 
niepreinkubowanego, w teście z próbką pobraną w lecie uzyskano po 40-minutowej 
preinkubacji.
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Preinkubacja z frakcją FB (rys. 46) dała wyraźnie lepszy efekt. Uzyskano więk­
szy współczynnik MR po krótkim czasie preinkubacji. Dla próbki pobranej zimą już 
po 10 minutach (MR = 7,51), a dla próbki pobranej latem po 20 minutach (MR = 8,5) 
stwierdzono zwiększenie współczynnika MR do 157% i 156% w stosunku do próby 
niepreinkubowanej. Dalsze przedłużanie czasu inkubacji spowodowało stopniowe 
zwiększanie liczby uzyskanych rewertantów. Po 40 minutach wartość współczynni­
ka MR dla próbki zimowej wynosiła 87%, a dla letniej 72% wartości, jakie uzyskano 
dla próbek badanych metodą klasyczną testu (czas 0 minut).

Test klasyczny Salmonella z preinkubacją w 30 °C (VI)
Wpływ preinkubacji na liczbę powstających rewertantów szczepu TA100 w teście 

klasycznym z preinkubacją w temperaturze 30 °C badany był w obecności takich sa­
mych stężeń ekstraktów próbek pobranych zimą i latem, jak w teście V (tab. 7).

Badania prowadzone bez aktywacji metabolicznej (rys. 47) wykazały stopniowe 
zwiększanie liczby rewertantów wraz z czasem preinkubacji. 50-minutowa preinkuba­
cja próbki pobranej zimą i latem dała około 40% zwiększenie współczynnika MR 
w stosunku do próbek niepreinkubowanych.

Rys. 47. Współczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 30 °C

Liczba LR uzyskana w badaniach próbek pobranych zimą i latem w testach pro­
wadzonych dla frakcji FA (rys. 48) była największa po 30-40-minutowej preinkuba­
cji. Dla próbki pobranej latem wzrost ten był najbardziej widoczny i po 40 minutach 
(MR = 3,94) wynosił aż 183% wartości współczynnika MR uzyskanej dla próby nie- 
poddanej inkubacji. Z kolei dla próby pobranej zimą po 30-minutowej preinkubacji 
(MR = 4,25) wynosił 119% w stosunku do wartości współczynnika MR, jaką uzy­
skano dla próbki badanej metodą klasyczną (czas 0 minut).

W przypadku frakcji FB (rys. 49) stwierdzono dużo mniejszy wpływ czasu prein­
kubacji na zmianę liczby rewertantów. Wartość współczynnika MR po 40 minutach 
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(MR = 3,08) dla próbki pobranej zimą zwiększyła się o 30%, a po 50 minutach (MR = 
2,91) o 28% dla próbki pobranej latem w stosunku do wartości uzyskanych dla próbek 
niepoddanych preinkubacji.

Rys. 48. Współczynniki MR dla szczepu TA100 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z frakcją FA w temperaturze 30 °C

Rys. 49. Współczynniki MR dla szczepu TA 100 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z frakcją FB w temperaturze 30 °C

Test klasyczny Salmonella w modyfikacji Kado (VII)
Badania prowadzone testem klasycznym w modyfikacji Kado wykazały niewielką je­

go przydatność w wykrywaniu obecności mutagenów typu podstawienia pary zasad 
szczepem TA100 (rys. 50, 51). Największą liczbę rewertantów otrzymano w teście 
z próbką pobraną w zimie w obecności frakcji FA (MR = 3,21). Największy współczynnik 
MR w testach przeprowadzonych z ekstraktami pyłów pobranych zimą i latem uzyskano 
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dla frakcji FA. Z kolei dla obu próbek nie otrzymano wyniku dodatniego w badaniach 
prowadzonych bez aktywacji metabolicznej. W przypadku próbki pobranej zimą najwięk­
szą mutagenność (M) otrzymano w badaniach prowadzonych z frakcją mikrosomalną. Dla 
badań z frakcją FA wynosiła ona 281 rew./m3, a dla badań z frakcją FB 266 rew./m3. Na­
tomiast w teście bez frakcji 234 rew./m3. W badaniach próbki pobranej latem największą 
mutagenność otrzymano w teście bez frakcji (249 rew./m3), a w testach z frakcją FA i FB 
wynosiła ona odpowiednio 224 rew./m3 i 211 rew./m3 (tab. 15).

Salmonella typhimurium TA100

m3 powietrza na płytkę

Rys. 50. Współczynniki MR dla szczepu TA 100 uzyskane w teście klasycznym 
w modyfikacji Kado dla próbki pobranej zimą

Salmonella typhimurium TA100 
Test w modyfikacji KADO 
Lato Stare M iasto

II- 2,5 m
III- 1,26 m3

m3 powietrza na płytkę

Rys. 51. Współczynniki MR dla szczepu TA 100 uzyskane w teście klasycznym 
w modyfikacji Kado dla próbki pobranej latem
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Zanieczyszczenia pobrane zimą, pochodzące z 2,5 m3 powietrza, spowodowały 
efekt mutagenny w teście przeprowadzanym z frakcją FA. Natomiast badania z frakcją 
FB dały efekt pozytywny przy stężeniu zanieczyszczeń pochodzących z 5 m3. Z kolei 
badane największe stężenie ekstraktu, wynoszące 5 m3, nie dało współczynnika MR > 
2 w badaniach prowadzonych z próbką pobraną w okresie letnim. Testem tym wy­
kryto jedynie, z większą czułością w porównaniu do testu klasycznego, obecność mu- 
tagenów pośrednich w próbce pobranej zimą.

Test klasyczny Salmonella z preinkubacją w formie Mini (VIII)
W badaniach prowadzonych bez frakcji za pomocą testu klasycznego z preinkuba­

cją w formie Mini z próbką pobraną zimą uzyskano dużo większe współczynniki MR 
w porównaniu do testu klasycznego. Współczynnik MR > 2 w badaniach bez frakcji 
otrzymano dla zanieczyszczeń pochodzących z 0,058 m3 powietrza. W teście klasycz­
nym współczynnik ten wynosił 3,125 m3. Również w badaniach próbki pobranej latem 
uzyskano dużo mniejsze stężenie progowe wykrywające obecność mutagenów bezpo­
średnich, wynoszące 0,937 m3. Ponadto, w badaniach tej próby, otrzymano efekt tok­
syczny na krzywej dawka-odpowiedź.

W przypadku badań prowadzonych w obecności frakcji mikrosomalnych próbki 
pobranej zimą również uzyskano przesunięcie stężenia progowego, wykrywającego 
obecność mutagenów pośrednich, w stronę mniejszych wartości. W badaniach pro­
wadzonych z frakcją FA wynosiło ono 3,75 m3 powietrza, a w badaniach z frakcją 
FB 7,5 m3. Z kolei dla próbki pobranej latem nie uzyskano wyniku dodatniego testu 
przeprowadzonego w obecności frakcji FA, a w obecności frakcji FB obecność mu­
tagenów wykryto w stężeniu 30 m3 powietrza, czyli w stężeniu mniejszym niż w te­
ście I.

Rys. 52. Współczynniki MR dla szczepu TA 100 uzyskane w teście klasycznym 
z preinkubacją w formie Mini dla próbki pobranej zimą
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Największą mutagenność (M), dla próbki pobranej zimą, uzyskano w badaniach 
bez frakcji. Wynosiła ona 366 rew./m3. W teście prowadzanym z udziałem frakcji 
FB 224 rew./m3, a w teście z frakcją FA 212 rew./m3. W przypadku próbki pobranej 
latem największą liczbę rewertantów indukowanych przez 1 m3 otrzymano w bada­
niach z frakcją FB (212) i FA (196). W badaniach bez frakcji mutagenność wynosiła 
175 rew./m3 (tab. 15).

Uzyskane wyniki w omawianym teście świadczą o przydatności proponowanej 
modyfikacji w przypadku szczepu TA 100.

Uzyskane wyniki badań ze szczepem TA100 świadczą o tym, że w badanych 
próbkach pyłów obecnych było mniej mutagenów typu podstawienia pary zasad.

Z porównania wyników uzyskanych dla testu klasycznego (I), testu prowadzonego 
bez udziału NADP (II) i testu bez NADP z 10-krotnie większą ilością bakterii (III) 
wynika, że dodatkowa obecność tego kofaktora i większej ilości bakterii w mieszani­
nie reakcyjnej w nieznacznym stopniu wpłynęła na odpowiedź mutagenną omawiane­
go szczepu. W testach tych wykazano również dużą przydatność frakcji mikrosomal­
nej indukowanej fenobarbitalem (FB). Można więc prowadzić badania z zastosowaniem 
szczepu TA100, nie dodając kosztownego NADP do frakcji S9-mix.

Rys. 53. Współczynniki MR dla szczepu TA 100 uzyskane w teście klasycznym 
z preinkubacją w formie MINI dla próbki pobranej zimą

10-krotne zwiększenie ilości bakterii w teście klasycznym (IV) spowodowało 
obniżenie progu wykrywalności zanieczyszczeń mutagennych pobranych zimą jedy­
nie w badaniach z frakcją FA i FB w stosunku do testu klasycznego. Zwiększenie 
ilości bakterii spowodowało także zwiększenie czułości testu w przypadku frakcji 
FB w badaniach ekstraktu próbki pobranej latem. Modyfikacja ta nie miała wpływu 
na wykrywanie mutagenów bezpośrednich (badania bez aktywacji metabolicznej).
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Test V i VI wykazał wpływ preinkubacji na liczbę uzyskiwanych rewertantów. 
Szczep TA 100 dawał różną odpowiedź mutagenną w zależności od temperatury i cza­
su preinkubacji. Największe współczynniki MR otrzymano w czasie inkubacji trwają­
cej 10-40 minut w temperaturze 37 °C. Z kolei maksima wartości współczynnika MR 
w temperaturze 30 °C otrzymywano po 30-50-minutowej preinkubacji.

Tabela 15. Mutagenność (M) otrzymana dla poszczególnych testów przeprowadzonych dla ekstraktów 
próbki zimowej i letniej pobranych na Starym Mieście w obecności szczepu TA100

Pora 
roku

Rodzaj testu Obecność 
frakcji S9

Równanie prostej 
regresji R2

Mutagenność 
(M) 

rew./m3

Zima I
-F y=158,5+10,5x 0,90 169
FA y=192,2+4,8x 0,98 197
FB y= 164,4+6,8x 0,99 171

Lato I -F y=109,4+l,8x 0,74 111
FA y=163,5+l,3x 0,78 165
FB y=156,5+2,2x 0,97 159

Zima II FA y=116,5+4x 0,93 121
FB y=97,9+2,5x 0,95 100

Lato II FA y=90,9+l,6x 0,96 92
FB y=77,2+l,Lv 0,78 78

Zima III FA y= 110,3+15,4x 0,98 126
FB y=116+31,4x 0,99 147

Lato III FA y=l 10,3+5, lx 0,99 115
FB y=116+6,4x 0,98 122

Zima IV
-F y= 108,5+24,8x 0,98 133
FA y=126,9+8x 0,85 135
FB y=124,6+4,6x 0,93 129

Lato IV
-F y=110,9+l,5x 0,92 112
FA y=112,8+2,3x 0,97 115
FB y=116,9+2,7x 0,94 120

Zima VII
-F y=233,9+72,6x 0,99 234
FA y=l 89,7+9 l,5x 0,98 281
FB y=214,2+52,2x 0,93 266

Lato VII
-F y=230+19,lx 0,53 249
FA y=204,l+18,7x 0,91 224
FB y= 193,3+17,7x 0,88 211

Zima VIII
-F y=212,6+153,lx 0,52 366
FA y= 145,7+66,7x 0,71 212
FB y=171,l+53x 0,30 224

Lato VIII
-F y= 143,6+3 l,7x 0,13 175
FA y= 168,9+26,6x 0,12 196
FB y= 145,7+66,7x 0,71 212

Porównanie wyników uzyskanych dla testu klasycznego (I) i Kado (VII) wykazało 
obniżenie progów wykrywalności tylko w przypadku mutagenów pośrednich obec­
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nych w próbce pobranej zimą. W pozostałych badaniach nie uzyskano w tym teście 
wyników dodatnich.

Test Mini (VIII) okazał się być najlepszy w badaniach nad obecnością mutagenów 
bezpośrednich i pośrednich zarówno dla ekstraktów próbki pobranej zimą, jak i latem. 
Świadczą o tym zdecydowanie mniejsze stężenia progowe uzyskane w tym teście dla 
obu badanych próbek. Jedynie w przypadku próbki pobranej latem badanej w obecno­
ści frakcji FA nie uzyskano, w badanym zakresie stężeń ekstraktów, wyniku dodatnie­
go w teście.

6.3.3. Wyniki testów z udziałem szczepu 
Salmonella typhimurium YG1041

Test klasyczny Salmonella (test I)
W przypadku badań prowadzonych ze szczepem Salmonella typhimurium YG1041, 

w klasycznym teście, uzyskano bardzo duże wartości współczynnika MR (rys. 54, 55). 
Świadczy to o tym, że zarówno w próbce pobranej zimą, jak i latem obecne były za­
nieczyszczenia mutagenne typu zmiany fazy odczytu, zwłaszcza nitrowe związki aro­
matyczne, na które szczep ten jest wrażliwy. Maksymalna liczba rewertantów uzyska­
no w przypadku mniejszych stężeń badanych ekstraktów w porównaniu do liczby 
rewertantów uzyskanych dla szczepów TA98 i TA100. Maksymalną wartość współ­
czynnika MR (35,50) w badaniach bez aktywacji metabolicznej uzyskano po wprowa­
dzeniu na płytkę ekstraktu zanieczyszczeń pobranych zimą pochodzących z 3,125 m3 
powietrza. W badaniach tej próbki prowadzonych z aktywacją metaboliczną frakcją 
FA i FB maksymalną wartość współczynnik MR (MR = 36,21 dla FA i MR = 63,83 dla

Salmonella tyhim urium YG1041

Rys. 54. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym 
dla próbki pobranej zimą
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FB) uzyskano po wprowadzeniu do testu zanieczyszczeń pochodzących z 6,25 m3 po­
wietrza. Z kolei dla próbki pobranej latem maksymalną wartość współczynnika MR 
(43,14) w badaniach -F uzyskano dla 12,5 m3 powietrza na płytkę, a dla badań z FA 
i FB dla 25 m3 powietrza na płytkę (MR = 54,95 dla FA i MR = 65,01 dla FB). We 
wszystkich przypadkach stwierdzono występowanie efektu toksycznego na krzywej 
dawka-odpowiedź. We wszystkich przeprowadzonych testach uzyskano również 
większe współczynniki MR w badaniach z frakcją FB w porównaniu do badań z frak­
cją FA. Wartości współczynnika MR, uzyskane w badaniach bez frakcji, były większe 
w porównaniu do wartości uzyskanych dla frakcji FA.

Dla próbki pobranej zimą uzyskano największą mutagenność (M) w badaniach 
z frakcją FB (tab. 16). Wynosiła ona 2765 rew./m3. W testach z udziałem frakcji FA mu­
tagenność wynosiła 2194 rew./m3, a w badaniach bez frakcji 2169 rew./m3. W przypadku 
próbki pobranej latem największą liczbę rewertantów indukowanych przez 1 m3 powie­
trza, wynoszącą 728, uzyskano również w teście z udziałem frakcji FB. Podobną liczbę 
rewertantów otrzymano w teście bez frakcji (704 rew./m3), a najmniejszą w teście z frak­
cją FA (281 rew./m3).

Salmonella tyhimurium YG1041

Rys. 55. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym 
dla próbki pobranej latem

Stężenie progowe, zarówno dla mutagenów pośrednich, jak i bezpośrednich 
obecnych w próbce pobranej zimą, stwierdzono przy bardzo małym stężeniu eks­
traktu zanieczyszczeń pyłowych wynoszącym 0,097 m3/płytkę. Stężenia, które da­
wały MR > 2, w przypadku ekstraktu próbki letniej, były różne dla badań -F, FA 
i FB. Dla testów przeprowadzonych bez frakcji stwierdzono, że zanieczyszczenia 
pochodzące z 0,195 m3 powietrza były mutagenne, dla FA z 1,65 m3, a dla FB z 0,39 
m3 powietrza.
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Test klasyczny Salmonella bez udziału NADP (test II)
Liczba rewertantów uzyskane w teście klasycznym bez udziału NADP umożli­

wiła obliczenie współczynnika MR mniejszego w porównaniu do tych, jakie otrzy­
mano w teście I dla tego szczepu (rys. 56, 57). W przypadku tego testu również za­
obserwowano efekt toksyczny na krzywej dawka-odpowiedź, zarówno dla próbki 
pobranej zimą, jak i latem. W przypadku badań próbki zimowej dużo lepsze wyniki 
uzyskano w testach z frakcją FB. Największy współczynnik MR (17,36) w bada­
niach z tą frakcją otrzymano, wprowadzając na płytkę zanieczyszczenia pochodzą­
ce z 6,25 m3 powietrza, a w przypadku frakcji FA z 25 m3 powietrza (MR = 10,08). 
W testach przeprowadzanych z próbką pobraną latem największą wartość MR (MR 
= 10,6 dla FA i MR = 21,71 dla FB), dla obu frakcji otrzymano, wprowadzając na 
płytkę zanieczysz czema znajdujące się w 50 m3 powietrza. Otrzymano również 
większą mutagenność (M) w testach z frakcją FB. Dla próbki pobranej zimą war­
tość M wynosiła 650 rew./m3 w badaniach z FB i 468 rew./m3 w teście z FA. Z ko­
lei dla próbki pobranej latem otrzymano 203 rew./m3 w teście z frakcją FB i 163 
rew./m3 w obecności frakcji FA (tab. 16).

3 
Salmonella typhimurium YG1041 1-100m

Rys. 56. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP dla próbki pobranej zimą

Próg wykrywalności zanieczyszczeń mutagennych dla frakcji FA i FB w przy­
padku próbki pobranej zimą uzyskano dla stężenia zanieczyszczeń pochodzących 
z 0,39 m3 powietrza, natomiast dla ekstraktu próbki pobranej latem dla stężenia za­
nieczyszczeń pochodzących z 3,125 m3/ płytkę.

Jak widać, brak dodatkowej puli kofaktora wpływał na pogorszenie uzyskanych 
wyników w przypadku omawianego szczepu, ale należałoby się zastanowić czy ten 
test nie mógłby być zastosowany w badaniach skriningowych.
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Salm onella typhim urium YG1041

Rys. 57. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP dla próbki pobranej latem

Test klasyczny Salmonella bez udziału NADP ze zwiększoną ilością bakterii (III)
W teście klasycznym bez NADP z 10-krotnie większą ilością bakterii otrzymano 

mniejsze współczynniki MR w porównaniu do testu II (rys. 58, 59). We wszystkich 
badaniach stwierdzono również efekt toksyczny na krzywej dawka-odpowiedź. 
W badanych najmniejszych stężeniach zanieczyszczeń powietrza wynoszących 
0,195 m3/plytkę w przypadku próbki pobranej zimą i 1,56 m3/płytkę dla próbki

12-1

tr 
E

Salmonella typhimurium YG1041 
Test klasyczny bez dodatku NADP 
z 10-krotnie większą ilością bakterii 
Zima Stare Miasto

3 
1-100 m
2- 50 m3

3- 25 m3

4- 12,5 m3

5- 6,25 m3

m+F(A) 
F7Z3+F(B)

nr* powietrza na płytkę

Rys. 58. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP z 10-krotnie większa ilością bakterii dla próbki pobranej zimą
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Salmonella typhimurium YG1041 
Test klasyczny bez dodatku NADP

Rys. 59. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP z 10-krotnie większą ilością bakterii dla próby pobranej latem

pobranej latem otrzymano odpowiedź pozytywną w teście. Wynika z tego, że dziesięcio­
krotny wzrost ilości bakterii przy braku dodatkowej puli NADP w mieszaninie reakcyjnej 
spowodował obniżenie progu wykrywalności substancji mutagennych występujących 
w badanych próbkach. Współczynniki MR, w badaniach z próbką pobraną zimą uzyskane 
dla obu frakcji mikrosomalnych były podobne, większe dla frakcji FA dla badanych 
mniejszych stężeń zanieczyszczeń. Natomiast w przypadku próbki pobranej latem w ba­
danych mniejszych stężeniach ekstraktów uzyskano większe współczynniki MR dla testu 
z frakcją FB. Największą liczbę rewertantów indukowanych przez 1 m3 badanego powie­
trza uzyskano w obecności frakcji FA (tab. 16). Dla próbki pobranej w zimie mutagenność 
M wynosiła 1144 rew./m3 w teście z FA i 1077 rew./m3 w obecności FB. W przypadku 
próbki pobranej latem otrzymano odpowiednio 337 rew./m3 i 303 rew./m3.

Test klasyczny Salmonella z 10-krotnie zwiększoną ilością bakterii (IV)
W teście klasycznym z 10-krotnie większą ilością bakterii otrzymano mniejsze 

współczynniki MR w stosunku do testu I (rys. 60, 61). Stosunkowo duże liczby rewer­
tantów uzyskano dla próbki pobranej latem w porównaniu do próbki pobranej zimą.

W teście tym zaobserwowano również efekt toksyczny na krzywych dawka-od- 
powiedź, z wyjątkiem badań z próbką pobraną latem w obecności frakcji FB. Mak­
symalną wartość współczynnika MR w badaniach bez aktywacji metabolicznej (MR 
= 13,54) i z aktywacją metaboliczną frakcją FB (MR = 12,91) uzyskano po wprowa­
dzeniu na płytkę ekstraktu zanieczyszczeń pobranych zimą pochodzących z 50 m3 
powietrza. W badaniach tej próbki, prowadzonych z aktywacją metaboliczną frakcją 
FA, maksymalną wartość współczynnika MR (15,62) uzyskano po wprowadzeniu do 
testu zanieczyszczeń pochodzących z 12,5 m3 powietrza. Z kolei dla próbki pobranej 
latem maksymalną wartość MR w badaniach bez frakcji -F (21,03) i z frakcją FA 
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(30,89) uzyskano dla 50 m3 powietrza na płytkę, a w badaniach w obecności FB 
(23,13) dla 100 m3 powietrza na płytkę. W przypadku próbki pobranej zimą naj­
większe współczynniki MR otrzymano w teście z frakcją FB dla większych bada­
nych stężeń ekstraktów, natomiast dla stężeń mniejszych największe wartości MR 
uzyskano w teście bez frakcji S9. Z kolei w testach prowadzonych z próbką pobraną 
latem największe wartości współczynnika MR zaobserwowano w badaniach z frak­
cją, w stężeniach większych dla FA, a w stężeniach mniejszych dla FB.

Salmonella typhimurium YG1041
Test klasyczny z 10-krotnie większą ilością bakterii 100 m3

Rys. 60. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym 
z 10-krotnie większa ilością bakterii dla próbki pobranej zimą

Salmonella typhimurium YG1041

Rys. 61. Współczynniki MR dla szczepu YGI041 uzyskane w teście klasycznym 
z 10-krotnie zwiększoną ilością bakterii dla próbki pobranej latem



Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagenności... 109

Mutagenność (M) kształtowała się dla próbki pobranej zimą następująco: 748 rew./m3 
(—F), 663 rew./m3 (FB) i 512 rew./m3 (FA), a dla próbki pobranej latem: 328 rew./m3 
(FB), 255 rew./m3 (-F) i 157 rew./m3 (FA) (tab. 16).

W przypadku próbki pobranej zimą zanieczyszczenia obecne w 0,78 m3 powietrza 
dawały efekt mutagenny w badaniach z FA i z FB, natomiast przy stężeniu 0,39 m3/płytkę 
efekt ten obserwowano dla próbki badanej bez frakcji. Zanieczyszczenia letnie po­
chodzące z 1,56 m3 okazały się mutagenne w badaniach prowadzonych bez frakcji 
i z frakcją FB, natomiast efekt ten w badaniach z FA dało stężenie 3,125 m3/ płytkę.

Jak widać, dziesięciokrotne zwiększenie ilości bakterii w teście klasycznym spo­
wodowało przesunięcie wartości stężeń progowych wykrywających obecność związ­
ków mutagennych w stronę większych wartości w porównaniu do testu I.

Test klasyczny Salmonella z preinkubacją w 37 °C (V)
Wyniki uzyskane dla testu klasycznego, prowadzonego z preinkubacją w 37 °C, 

wykazały zmiany liczby rewertantów w zależności od czasu preinkubacji. Wpływ 
preinkubacji na liczbę powstających rewertantów szczepu YG1041 badany był 
w obecności ekstraktu próbki pobranej zimą, pochodzącego z 0,195 m3 powietrza 
i w obecności ekstraktu próbki letniej w stężeniu 1,56 m3 powietrza na płytkę (tab. 7).

Salmonella typhimurium YG1041

Rys. 62. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 37 °C

Wyniki uzyskane w badaniach prowadzonych bez frakcji mikrosomalnej (rys. 
62), zarówno z ekstraktem uzyskanym z zimowych, jak i letnich zanieczyszczeń 
pyłowych, nie wykazały wpływu preinkubacji na zwiększenie współczynnika MR. 
W tym przypadku obserwowano stopniowe zmniejszenie liczby rewertnatów wraz 
z wydłużaniem czasu preinkubacji. Po 40 minutach MR stanowiła dla próbki pobra­
nej zimą tylko 22%, a dla próbki letniej 52% MR uzyskanych dla prób niepreinku- 
bowanych.
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W badaniach z aktywacją metaboliczną frakcją FA (rys. 63) zaobserwowano naj­
większy współczynnik MR po 20-minutowej preinkubacji w przypadku obu próbek 
(MR = 3,1 dla zimowej i MR = 3,4 dla letniej). Po tym czasie otrzymano 57% zwięk­
szenie współczynnika MR dla próbki pobranej zimą i 22% dla próbki pobranej latem, 
w porównaniu do próbek badanych metodą klasyczną (czas 0).

Rys. 63. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z frakcją FA w temperaturze 37 °C

Salmonella typhimurium YGIOM

Rys. 64. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z frakcją FB w temperaturze 37 °C

Stwierdzono mniejszy wpływ preinkubacji na liczbę powstających rewertantów 
w obecności frakcji FB, zwłaszcza dla próbki pobranej zimą (rys. 64). Zarówno dla 
ekstraktów próbki zimowej, jak i letniej maksimum MR otrzymano, podobnie jak dla frak­
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cji FA, po 20 minutach (MR = 4,8 dla zimowej i MR = 7,2 dla letniej). W porównaniu do 
prób niepreinkubowanych wartości te były większe po tym czasie o 5% i 29%.

Test klasyczny Salmonella z preinkubacją w 30 °C (VI)
Test klasyczny z preinkubacją w 30 °C prowadzono dla stężeń takich samych jak 

w teście V w przypadku ekstraktów próbek pobranych zimą i latem (tab. 7).

Salmonella typhimurium YG1041

Rys. 65. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście preinkubacyjnym
prowadzonym, bez frakcji w temperaturze 30 °C 

Salmonella typhimurium YG1041

Rys. 66. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z frakcją FA w temperaturze 30 °C

W badaniach bez aktywacji metabolicznej (rys. 65), podobnie jak w poprzednim teście, 
stwierdzono stopniowe zmniejszanie LR w czasie 50-minutowej preinkubacji. Po tym cza­
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sie preinkubacja próbki pobranej zimą spowodowała zmniejszenie współczynnika MR aż 
do 29%, a próbki pobranej latem do 76% MR otrzymanych w badaniach bez preinkubacji.

Salmonella typhimurium YG1041

Rys. 67. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z frakcjąFB w temperaturze 30 °C

Zmniejszenie współczynnika mutagenności MR zaobserwowano również w przy­
padku badań ekstraktu próbki zimowej inkubowanej w obecności frakcji FA (rys. 66). 
Po 50 minutach współczynnik MR wynosił 36% wartości uzyskanej dla próbki niein- 
kubowanej. Z kolei po tym samym czasie otrzymano maksymalną wartość współ­
czynnika MR (2,86) dla próbki pobranej w okresie letnim. Wzrósł on o 39% w porów­
naniu do wartości MR otrzymanej dla tej próbki w badaniach bez preinkubacji.

W wyniku badań prowadzonych w obecności frakcji FB (rys. 67) maksymalne 
wartości współczynnik MR otrzymano dla próbki zimowej po 40 minutach (8,13), 
a dla próbki letniej po 50 minutach (10,19). Wynosiły one odpowiednio 159% i 170% 
wartości MR otrzymanych dla prób niepoddanych preinkubacji.

Test klasyczny Salmonella w modyfikacji Kado (VII)
W teście Salmonella, przeprowadzanym w modyfikacji Kado ze szczepem 

YG1041, uzyskano duże współczynniki MR, tak jak w teście klasycznym (rys. 68, 
69). W badanym zakresie stężeń zanieczyszczeń powietrza, 20 razy mniejszym niż 
w teście I, uzyskano również efekt toksyczny na krzywych dawka-odpowiedź. 
Większe współczynniki MR, w przypadku próbki pobranej zimą, uzyskano w bada­
niach z frakcjami mikrosomalnymi dla większych stężeń ekstraktów tej próbki. 
W przypadku stężeń mniejszych uzyskano więcej rewertantów w badaniach prowa­
dzonych bez frakcji. W przypadku obu próbek stwierdzono również, podobnie jak 
w teście I, występowanie większej liczby mutagenów pośrednich w teście wykony­
wanym z frakcją FB, a współczynniki MR uzyskane w badaniach bez frakcji -F były 
większe w porównaniu do uzyskanych dla frakcji FA. Maksymalne wartości współ­



Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagenności... 113

czynnika MR we wszystkich testach uzyskano w stężeniu zanieczyszczeń pochodzą­
cych z 2,5 m3 powietrza. Wynosiły one 44,17 w badaniach bez aktywacji metabo­
licznej oraz 54,51 (FA) i 52,55 (FB) w badaniach z aktywacją metaboliczną eks­
traktów zanieczyszczeń pobranych zimą. W przypadku zanieczyszczeń pobranych 
latem w teście bez frakcji mikrosomalnej wartość współczynnika MR uzyskana dla 
ekstraktu pochodzącego ze stężenia 2,5 m3 powietrza wynosiła 31,03. Z kolei 
w testach z aktywacją metaboliczną frakcją FA 26,73 i frakcją FB 27,32.

Rys. 68. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym 
w modyfikacji Kado dla próbki pobranej zimą

Salmonella typhimurium YG1041

Rys. 69. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym 
w modyfikacji Kado dla próbki pobranej latem

Dla próbki pobranej zimą uzyskano największą mutagenność M (6696 rew./m3) 
w teście wykonywanym bez frakcji, następnie w teście z frakcją FB (5152 rew./m3) 
i z frakcją FA (3726 rew./m3). Największą LR indukowaną przez 1 m3 powietrza po­
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branego latem otrzymano w teście z frakcjąFB (1535 rew./m3), następnie w badaniach 
bez frakcji (1406 rew./m3) i z frakcją FA (985 rew./m3) (tab. 16).

Najmniejsze stężenie powietrza wywołujące efekt mutagenny w przypadku próbki 
pobranej zimą, w badaniach prowadzonych bez frakcji, wynosiło 0,0195 m3, w bada­
niach prowadzonych z frakcją FA - 0,078 m3, a w badaniach przeprowadzanych 
z frakcją FB - 0,039 m3. Stężenia progowe ekstraktów powietrza w testach z próbką 
pobraną w lecie przedstawiały się następująco: dla testów bez frakcji i z frakcja FB - 
0,156 m3, a dla testu z frakcja FA - 0,3125 m3. Tak więc stężenia progowe dla obu 
badanych próbek były mniejsze niż w teście klasycznym.

Test klasyczny Salmonella z preinkubacją w formie Mini (VIII)
W teście klasycznym z preinkubacją w formie Mini otrzymano w całym zakresie 

badanych stężeń ekstraktów pyłów małe współczynniki MR, zwłaszcza dla próbki po­
branej latem (rys. 70, 71). W tej próbce nie wykryto również obecności mutagenów 
bezpośrednich (-F). Z kolei w przypadku próbki pobranej zimą, w badaniach bez 
frakcji, otrzymano najmniejsze wartości współczynnika MR. Największe MR uzyska­
no w badaniach z frakcjąFB. W obecności tej frakcji uzyskano także największą mu­
tagenność M (tab. 16). Dla próbki pobranej w zimie uzyskano następującą liczbę re­
wertantów indukowanych przez 1 m3: 718 (FB), 572 (FA) i 144 (-F), a dla próbki 
pobranej w lecie: 328 (FB), 271 (FA) i 103 (-F).

Stężenie progowe wykrywające obecność mutagenów bezpośrednich dla próbki 
zimowej wynosiło 7,5 m3, dla mutagenów pośrednich badanych z frakcją FA - 0,48 m3, 
a z frakcjąFB - 0,058 m3 powietrza. W przypadku próbki pobranej latem w obecności 
FA - 1,875 m3, natomiast w obecności FB - 0,937 m3 powietrza.

Salmonella typhimurium YG1041

Rys. 70. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym 
z preinkubacją w formie Mini dla próbki pobranej zimą
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Z porównania testu I i II wynika, że do osiągnięcia pełnej wrażliwości szczepu 
na obecne w badanych próbkach mutageny bezpośrednie i pośrednie, zwłaszcza ni­
trowe związki aromatyczne, niezbędna jest dodatkowa pula NADP. Koenzym 
w składzie S9-mix wyraźnie zwiększa liczbę LR i wpływa na zmniejszenie stężenia 
powietrza wywołującego efekt mutagenny.

Salmonella typhimurium YG1041
Test klasyczny z preinkubacją w formie Mini

m3 powietrza na płytkę

Rys. 71. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym 
z preinkubacją w formie Mini dla próbki pobranej latem

10-krotne zwiększenie ilości bakterii (III) wprowadzanych do testu klasycznego 
bez udziału NADP w niewielkim stopniu wpłynęło na zwiększenie wartości współ­
czynnika MR. Powodowało natomiast zmniejszenie stężenia próbki wywołującej efekt 
mutagenny w porównaniu z testem II. Jednak w porównaniu do klasycznego testu I 
w teście tym uzyskano gorsze wyniki.

Porównanie testu klasycznego I z testem klasycznym z 10-krotnie większą ilością 
bakterii (IV) pokazuje, że zwiększenie ilości bakterii w klasycznym teście powoduje 
zdecydowane zmniejszenie współczynnika MR. Wynika to prawdopodobnie z tego, iż 
na materiał genetyczny każdej komórki przypada 10-krotnie mniejsza ilość substancji 
mutagennych niż w teście klasycznym, co nie jest rekompensowane przez zwiększoną 
pulę enzymów wprowadzanych do testu.

Testy V i VI, prowadzone z preinkubacją w 37 °C i 30 °C, nie zwiększały czuło­
ści testu w wykrywaniu mutagenów bezpośrednich, zarówno w przypadku próbki 
pobranej zimą, jak i latem oraz w przypadku badań próbki pobranej zimą w przy­
padku frakcji FA w temperaturze 37 °C. W pozostałych badaniach najkorzystniejszy 
czas preinkubacji prowadzonej w temperaturze 37 °C, dla tego szczepu, wynosił 20 
minut, a w temperaturze 30 °C - 40-50 minut. Dalsze przedłużenie czasu preinkuba­
cji prowadziło do ujawnienia się efektów toksycznych.
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Tabela 16. Mutagenność IM) otrzymana dla poszczególnych testów przeprowadzonych dla ekstraktów 
próbki zimowej i letniej pobranych na Starym Mieście w obecności szczepu YG1041

Pora 
roku

Rodzaj testu Obecność 
frakcji S9

Równanie prostej 
regresji R2

Mutagenność 
(M) 

rew./m3

Zima I
-F 7=128+2041,2% 1,0 2169
FA 7=167+2027% 0,99 2194
FB 7=182,2+2582,8% 0,99 2765

Lato I
-F 7=139,6+564,2% 0,95 704
FA y=176,8+104% 0,81 281
FB 7=156,1+572,4% 0,98 728

Zima II FA 7=183,4+284,6% 0,94 468
FB 7=131,1+518,5% 0,99 650

Lato II FA 7=160,1+3,5% 0,98 163
FB 7=122+80,8% 0,92 203

Zima III FA 7=193,4+950,5% 0,99 1144
FB y= 179,7+897,4% 0,92 1077

Lato III FA 7=155,1+181,8% 0,98 337
FB y= 144,3+158,4% 0,99 303

Zima IV
-F y= 144,2+604% 0,99 748
FA 7=152,8+359,1% 0,97 512
FB 7=149,1+514% 0,98 663

Lato IV
-F 7=116,6+138,7% 0,92 255
FA 7=95,7+61,3% 0,69 157
FB 7=97,1+231,1% 0,95 328

Zima VII
-F 7=184+6512,4% 0,96 6696
FA 7=219,7+3506,3% 0,97 3726
FB 7=190+4962% 0,98 5152

Lato VII
-F 7=127+1279,1% 0,96 1406
FA 7=133,1+852,4% 0,98 985
FB 7=117,5+1417,6% 0,99 1535

Zima VIII
-F 7=88,4+55,4% 0,65 144
FA 7=160,2+411,8% 0,98 572
FB 7=183,1+535,4% 0,89 718

Lato VIII
-F 7=86,7+16,3% 0,66 103
FA 7=168,9+102,3% 0,77 271
FB 7=153,1+174,4% 0,98 328

W zbliżonych stężeniach ekstraktów powietrza wprowadzanych do testu w mody­
fikacji Kado (VII) otrzymano podobne wartości współczynnika MR w porównaniu do 
otrzymanych w teście klasycznym (I). W teście tym zaobserwowano także wyraźne 
zmniejszenie stężenia zanieczyszczeń wywołujących efekt mutagenny we wszystkich 
badaniach. Z porównania stężeń ekstraktów powietrza wywołujących efekt mutagenny 
w tym teście widać, że może on być stosowany z dużym powodzeniem dla tego 
szczepu.
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W teście klasycznym, z preinkubacją w formie MINI (VIII), otrzymano mniej re­
wertantów w porównaniu zarówno z testem klasycznym (I), jak i z testem w modyfi­
kacji Kado (VII). Ujawnił się w nim najprawdopodobniej toksyczny efekt działania 
składników ekstraktów wynikający z długiego czasu kontaktu stosunkowo dużego stę­
żenia zanieczyszczeń, z jakim mamy do czynienia w tym teście.

We wszystkich testach prowadzonych z frakcji FB uzyskano lepsze lub porów­
nywalne wyniki do rezultatów otrzymanych w badaniach z frakcją FA, co świadczy 
o dużej przydatności frakcji indukowanej fenobarbitalem w badaniach prowadzo­
nych z udziałem tego szczepu.

6.3.4. Wyniki testów z udziałem szczepu 
Salmonella typhimurium YG1042

Test klasyczny Salmonella (test I)
W teście klasycznym, prowadzonym ze szczepem YG1042, otrzymano mniejsze 

wartości współczynnika MR w całym zakresie badanych stężeń ekstraktów zanie­
czyszczeń powietrza (rys. 72, 73), w porównaniu do współczynnika MR otrzymanego 
z udziałem szczepu YG1041. Odpowiedź dodatnia w teście dla tego szczepu świad­
czyła o występowaniu w badanych próbkach zanieczyszczeń mutagennych typu 
podstawienia pary zasad, zwłaszcza o charakterze nitrowych związków aromatycz­
nych, na które szczep ten jest wrażliwy. W ekstrakcie pyłów pobranych zimą naj­
większą wartość MR uzyskano w stężeniu 3,125 m3 powietrza/płytkę, zarówno 
w badaniach bez aktywacji metabolicznej (MR = 4,48), jak i z aktywacją metaboliczną 
frakcją FA (MR = 7,44) i frakcją FB (MR = 11,13). We wszystkich badanych stęże­
niach zanieczyszczeń uzyskano większe MR w badaniach z aktywacją metaboliczną.

Salm onella tyhim urium YG1042

Rys. 72. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście klasycznym próbki pobranej zimą
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Tak więc, ekstrakt tych pyłów zawierał więcej mutagenów pośrednich. Maksymal­
ne wartości współczynnika MR w przypadku próbki pobranej latem uzyskano w stę­
żeniu ekstraktu pochodzącego z 25 m3 powietrza i wynosiły one 4,41 w badaniach bez 
frakcji oraz 2,45 w teście z FA i 2,68 z FB. W testach z tą próbką uzyskano większe 
współczynniki MR w badaniach bez aktywacji metabolicznej świadczące o przewadze 
mutagenów bezpośrednich.

m3 powietrza na płytkę

Rys. 73. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane 
w teście klasycznym próbki pobranej latem

Mutagenność M (tab. 17), w przypadku próbki pobranej zimą, przedstawiała się 
następująco: 896 rew./m3 (FA), 553 rew./m3 (FB) i 219 rew./m3 (-F); a dla próbki po­
branej latem: 215 rew./m3 (FA), 208 rew./m3 (-F) i 194 rew./m3 (FB).

Najmniejsze stężenia wywołujące efekt mutagenny wynosiły dla ekstraktu próbki 
zimowej w badaniach bez udziału frakcji 0,78 m3, dla FA 0,195 m3, a dla FB 0,39 m3 
powietrza na płytkę. W przypadku ekstraktu pyłów pobranych latem w badaniach bez 
frakcji 3,125 m3, z FA 25 m3 i z FB 12,5 m3.

Test klasyczny Salmonella bez udziału NADP (test II)
W teście klasycznym, prowadzonym bez udziału NADP, uzyskano mniejszą liczby 

rewertantów w badaniach z próbką pobraną zimą oraz większą w badaniach z próbką 
pobraną latem w porównaniu do testu klasycznego (rys. 74, 75). W przypadku obu 
ekstraktów uzyskano większy współczynnik AT? w testach z frakcją FB w porównaniu 
do wartości MR uzyskanych w testach z frakcją FA. W badaniach z próbką pobraną 
w zimie maksymalną wartość współczynnika MR uzyskano w stężeniu ekstraktu po­
chodzącego z 6,25 m3 powietrza zarówno w badaniach z frakcją FA (MR = 2,26), jak 
i z FB (MR = 2,71). Z kolei w ekstrakcie próbki pobranej w lecie maksymalne warto­
ści współczynnika MR uzyskano dla stężenia 12,5 m3 powietrza/płytkę w teście z FA 
(MR = 5,51) i stężenia 25 m3 powietrza/płytkę w teście z FB (MR = 12,47).
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Liczba rewertantów indukowanych przez 1 m3 badanego powietrza była bardzo 
zbliżona (tab. 17). Dla próbki pobranej zimą wynosiła 292 rew./m3 (FB) i 268 rew./m3 
(FA), a dla próbki pobranej latem 256 rew./m3 (FA) i 247 rew./m3 (FB).

6- 3,125 m3

3
7- 1,56 m

3
8- 0,78 m
9- 0,39 m3

3
10-0,195 m
11- 0,097 m3

12- 0,0485 m3

Stężenia ekstraktów, wywołujące efekt mutagenny, były zarówno duże dla próbki po­
branej latem, jak i zimą. Wynosiły one dla ekstraktu próbki pobranej zimą badanej z FA 
6,25 m3, a z FB 3,125 m3/płytkę. Z kolei dla próbki pobranej latem 3,125 m3/płytkę za­
równo w badaniach z frakcją FA, jak i FB, czyli były mniejsze w porównaniu do uzyska­
nych w teście klasycznym.

Salmonella tyhimurium YG1042 
Test klasyczny bez dodatku NADP 
Zima Stare Miasto

cc
2

m3 powietrza na płytkę

1- 100 m3

3
2- 50 m

3
3- 25 m

3
4- 12,5 m
5- 6,25 m3

74. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP próbki pobranej zimą

Salmonella typhimurium YG1042

Rys.

Rys. 75. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP próbki pobranej latem
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Test klasyczny Salmonella bez udziału NADP ze zwiększoną ilością bakterii (III) 
Wprowadzenie do mieszaniny reakcyjnej pozbawionej dodatkowej puli NADP 10- 
krotnie większej ilości bakterii spowodowało zwiększenie współczynnika MR 
w przypadku próbki pobranej zimą oraz zmniejszenie dla próbki pobranej latem, 
w porównaniu do wyników uzyskanych w teście II (rys. 76, 77). W badaniach 
z ekstraktem pyłów pobranych zimą nie stwierdzono efektu toksycznego na krzywej 
dawka-odpowiedź. W przypadku tej próbki uzyskano większy współczynnik MR 
w badaniach z frakcją FB (MR = 8,75-100 m3/płytkę) w porównaniu do wartości 
otrzymanych w teście z frakcją FA (MR = 7,98-100 m3/płytkę). W testach z próbką pobraną
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Salmonella typhimurium YG1041 
Test klasyczny bez dodatku NADP 
z 10-krotnie większą ilością bakterii 
Zima Stare Miasto

1 - 100 m3

2-50 m3

3
3- 25 m
4- 1 2,6 m3

5- 6,25 m 3

6- 3,125 m3

7- 1 ,56 m3

8- 0,78 m3

9- 0,39 m 3 

10- 0,195 m3
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Rys. 76. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP z 10-krotnie większą ilością bakterii próbki pobranej zimą

Salmonella typhimurium YG1041 
Test klasyczny bez dodatku NADP 
z 10-krotnie większą lilością bakterii

1 2 3 4 5 6 7
m3 powietrza na płytkę

3 1 - 100 m
2-50 m3

3-25 m3

4- 12,5 m3

5- 6,25 m3

6- 3,1 25 m 3

3 7- 1,5 6 m
8- 0,78 m3

Rys. 77. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście klasycznym 
bez NADP z 10-krotnie większą ilością bakterii próbki pobranej latem
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latem uzyskano maksymalną MR (2,99) w badaniach z FA dla stężenia ekstraktu pochodzą­
cego z 25 m3 powietrza, a w przypadku testu z FB (MR = 2,89) - 12,5 m3powietrza/płytkę. 
w badaniach z frakcją FB (MR = 8,75-100 m3/plytkę) w porównaniu do wartości 
otrzymanych w teście z frakcjąFA (MR = 7,98-100 m3/płytkę). W testach z próbką pobraną 
latem uzyskano maksymalną MR (2,99) w badaniach z FA dla stężenia ekstraktu pochodzą­
cego z 25 m3 powietrza, a w przypadku testu z FB (MR = 2,89) - 12,5 m3powietrza/plytkę.

Mutagenność (Mj w przypadku próbki pobranej zimą wynosiła w badaniach z FA 
366 rew./m3, a w badaniach z FB 340 rew./m3. Dla próbki pobranej latem otrzymano 
225 rew./m3 w badaniach z FB i 208 rew./m3 w teście z FA (tab. 17).

Najmniejsze stężenie wywołujące efekt mutagenny uzyskano dla zanieczyszczeń po­
branych zimą pochodzących z 1,56 m3 powietrza w badaniach z frakcja FA i z 0,78 m3 
powietrza z frakcją FB. Natomiast w testach z próbką pobraną latem stężenie powie­
trza, dla którego otrzymano MR > 2, wynosiło 6,25 m3, zarówno w badaniach z FA, 
jak iFB. Zwiększenie ilości bakterii w teście III spowodowało zmniejszenie stężenia 
ekstraktu dającego efekt mutagenny w stosunku do testu prowadzonego bez dodatko­
wej puli NADP (II) w badaniach próbki zimowej, natomiast w przypadku próbki let­
niej stężenia progowe były większe.

Test klasyczny Salmonella z 10-krotnie zwiększoną ilością bakterii (IV)
Dziesięciokrotne zwiększenie ilości bakterii w stosunku do ilości, jakie wprowa­

dza się w teście klasycznym spowodowało zmniejszenie współczynnika MR w przy­
padku próbki pobranej zimą i zwiększenie MR dla próbki pobranej latem w stosunku 
do wyników uzyskanych w teście I (rys. 78, 79). Zarówno w badaniach prowadzonych 
z ekstraktem próbki letniej, jaki i zimowej większy współczynnik MR otrzymano 
w testach z frakcją FB w porównaniu do współczynnika MR otrzymanego w testach 
z frakcjąFA. W próbce pobranej zimą więcej było mutagenów pośrednich. Takie sa­
me wyniki otrzymano w teście klasycznym. Z kolei w próbce pobranej latem więk­
szy współczynnik MR otrzymano dla mutagenów pośrednich w teście z frakcją FB, 
a współczynniki MR otrzymane dla frakcji FA były mniejsze od otrzymanych w bada­
niach bez frakcji. Otrzymano więc odmienne rezultaty niż w teście klasycznym, 
w którym więcej było mutagenów bezpośrednich. Maksymalną wartość współczynni­
ka MR (5,13) w badaniach ekstraktu zanieczyszczeń pobranych zimą bez aktywacji 
metabolicznej otrzymano w stężeniu 1,56 m3 powietrza/płytkę, a w przypadku badań 
z frakcją FA (MR - 7,16) i z frakcją FB (MR = 9,53) w stężeniu 6,25 m3 powie­
trza/płytkę. Natomiast w stężeniu zanieczyszczeń pobranych latem pochodzących z 50 m3 
powietrza, otrzymano maksymalny współczynnik MR w badaniach bez frakcji (MR = 
6,08) oraz z frakcjąFA (MR = 4,37) i z frakcjąFB (MR = 7,74).

Liczba rewertantów indukowana przez 1 m3 powietrza pobranego zimą wynosiła 
501 (FA), 458 (-F) i 393 (FB), natomiast w przypadku powietrza pobranego latem 
178 (FB), 173 (FA) i 165 (-F) (tab. 17).

W przypadku próbki pobranej zimą stężenie zanieczyszczeń pochodzące z 0,78 m3 
powietrza wywoływało efekt mutagenny zarówno w badaniach prowadzonych bez 
frakcji, jak i z FA oraz z FB. Zanieczyszczenia powietrza w ekstrakcie próbki letniej,
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pochodzące z 12,5 m3,wykazywały właściwości mutagenne w badaniach z FA, nato­
miast z 6,25 m3 w badaniach prowadzonych bez frakcji i z frakcjąFB.

Salmonella typhimurium YG1042
Test klasyczny z 10-krotnie większą lilością bakterii

m3 powietrza na płytkę

1- too m3

2- 50 m3

3- 25 m3

4- 12,5 m3

5- 6,25 m3

6- 3,125 m3

7- 1,56 m3

8- 0,78 m3

3
9- 0,39 m
10- 0,195 m3

11- 0,097 m3

12- 0,0485 m3

Rys. 78. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście klasycznym 
z 10-krotnie większą ilością bakterii próbki pobranej zimą

Salmonella typhimurium ^31042
Test klasyczny z 10-krotnie większą ilością bakterii 3 

1-100 m
2- 50 m3

3- 25 m3
3

4- 12,5 m
5- 6,25 m3

6- 3,125 m
7- 1,56 m3

8- 0,78 m3

9- 0,39 m3

3
10- 0,195 m
11- 0,097 m3

12- 0,0485 m3

Rys. 79. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście klasycznym 
z 10-krotnie większą ilością bakterii próbki pobranej latem

Test klasyczny Salmonella z preinkubacją w 37 °C (V)
W badaniach ekstraktów próbek powietrza klasycznym testem z preinkubacją w 37 °C 

stwierdzono zmiany liczby rewertantów w zależności od czasu preinkubacji. W te­
stach prowadzonych dla szczepu YG1042 zastosowano ekstrakt próbki zimowej za­
wierający zanieczyszczenia pochodzące z 6,25 m3/płytkę i ekstrakt próbki letniej za­
wierający zanieczyszczenia powietrza pochodzące z 25 m3/ płytkę (tab. 7).
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Badania bez aktywacji metabolicznej (rys. 80) wykazały wpływ czasu preinku­
bacji na wyniki testu prowadzonego z próbką pobraną zimą. Po 20-minutowej prein­
kubacji nastąpił 227% (MR = 6,75) wzrost MR w stosunku do współczynnika MR 
uzyskanego dla próbki badanej bez preinkubacji. Dalsze przedłużanie czasu inkuba­
cji spowodowało zmniejszenie wartości współczynnika MR. Po 40 minutach wynosił 
on 155% w stosunku do próbki nieinkubowanej. W teście z próbką pobraną latem 
uzyskano stopniowe zmniejszenie liczby rewertantów w czasie. Po 20 minutach 
współczynnik MR wynosił 95% (MR = 4,63), a po 40 minutach 65% (MR = 3,21) 
wartości współczynnika MR uzyskanego dla próbki badanej klasyczną metodą testu 
(czas 0).

Salmonella iyphimuńum\G1042

Rys. 80. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 37 °C

Wyniki uzyskane w badaniach z frakcją FA (rys. 81) wykazały znaczny wpływ 
czasu preinkubacji w przypadku obu próbek. Już po 10 minutach preinkubacji zaob­
serwowano największe wartości współczynnika MR. Wynosiły one dla próbki pobra­
nej zimą 189% (MR = 5,09), a dla próbki pobranej latem 331% (MR = 6,21) w stosun­
ku wartości MR uzyskanej dla próbek nieinkubowanych. Dalsza preinkubacją 
spowodowała stopniowe zmniejszenie MR. Jednak po 40 minutach uzyskana liczba 
rewertantów była jeszcze większa w porównaniu do liczby rewertantów uzyskanych 
w badaniach klasyczną metodą (czas 0).

Preinkubacją ekstraktów próbek powietrza z frakcją FB (rys. 82) w znaczenie 
mniejszym stopniu wpływała na wartość współczynnika MR niż w przypadku badań 
z frakcją FA. Największe MR stwierdzono po 20 minutach i wynosiły one 113% 
(MR = 12,33) dla próbki zimowej i 127 % (MR = 12,18) dla próbki letniej w porów­
naniu do współczynnika MR uzyskanego bez preinkubacji. Po 40 minutach preinku­
bacji współczynnik MR wynosił dla próbki zimowej 97% (MR = 10,28), a dla letniej 
108% (MR = 10,14), czyli były zbliżone do wartości współczynników uzyskanych 
bez preinkubacji.
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Salmonella typhimurium YG1042 
Test klasyczny z preinkubacją w 37 °C

Rys. 81. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z frakcją FA w temperaturze 37 °C

ISSSMZIma (0,78 m3) + FB (6%) 
ISSSSILato (25 m3) + FB(6%)

Salmonella typhimurium YG1042 
Test klasyczny z preinkubacją w 37 °C

Czas prelnkubacjl [min]

Rys. 82. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z frakcją FB w temperaturze 37 °C

Test klasyczny Salmonella z preinkubacją w 30 °C (VI)
Wpływ preinkubacji na liczbę powstających rewertantów szczepu YG1042 ba­

dany był w obecności ekstraktów próbki zimowej i letniej w stężeniach takich sa­
mych jak w teście V.

Badania bez udziału frakcji (rys. 83), w obecności ekstraktu próbki pobranej zimą, 
wykazały stopniowe zwiększanie LR w czasie. Po 50 minutach współczynnik MR 
wzrósł do 201% (MR = 6,25) w stosunku do MR, jaki uzyskano bez inkubacji. 
W przypadku próbki pobranej latem po 30-minutowej inkubacji stwierdzono najwięk­
szą wartość współczynnika MR. Wynosiła ona 127% (MR = 5,61) wartości współ­
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czynnika MR uzyskanej dla próbki nieinkubowanej. Dalsza preinkubacja tej próbki 
spowodowała zmniejszenie MR do poziomu 91% (MR = 4,42).

30-minutowa preinkubacja próbki pobranej zimą, z frakcją FA (rys. 84), spowo­
dowała największy wzrost LR (MR = 3,27). Dalsze przedłużanie czasu preinkubacji 
spowodowało wyraźne zmniejszenie ich liczby, która po 50 minutach wynosiła 52% 
współczynnika MR uzyskanego dla próbki niepoddanej inkubacji. Z kolei dla próbki 
pobranej latem największą wartość współczynnika MR (2,55) uzyskano bez inkubacji. 
Preinkubacja spowodowała dla tej próbki stopniowe zmniejszenie wartości MR aż do 
42% (MR = 1,06) po czasie 50 minut.

Rys. 83. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym bez frakcji w temperaturze 30 °C

Salmonella typhimurium YG1042 
Test klasyczny z preinkubacją w 30 °C

Rys. 84. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z frakcjąFA w temperaturze 30 °C

Podobny przebieg zależności MR od czasu preinkubacji otrzymano podczas badań 
w obecności frakcji FB (rys. 85). Maksimum LR indukowanych przez zanieczyszcze­
nia obecne w próbce pobranej w zimie uzyskano po 20 minutach (MR = 7,64). Współ­
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czynnik MR wynosił wtedy 118% w porównaniu do współczynnika MR uzyskanego 
dla próbki niepoddanej inkubacji. Natomiast po 50 minutach MR (5,19) stanowił już 
tylko 80% w porównaniu do MR uzyskanego dla próbki nieinkubowanej. Z kolei 
w teście z ekstraktem próbki pobranej w lecie otrzymano największy współczynnik 
MR (6,55) bez inkubacji. Po 50 minutach MR zmniejszył się do 41% w stosunku do 
MR uzyskanego w czasie 0.

Salmonella typhimurium YG1042

Rys. 85. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście preinkubacyjnym 
prowadzonym z frakcjąFB w temperaturze 30 °C

Test klasyczny Salmonella w modyfikacji Kado (VII)
W teście klasycznym w modyfikacji Kado uzyskano większe wartości współ­

czynnika MR dla próbki pobranej w zimie niż dla próbki pobranej w lecie (rys. 86, 
87). Silniejszą odpowiedź mutagenną otrzymano w testach prowadzonych z aktywa­
cją metaboliczną w porównaniu do testów bez aktywacji metabolicznej. W bada­
niach prowadzonych z ekstraktem zawierającym zanieczyszczenia pobrane w zimie 
największą wartość współczynnika MR (9,86) otrzymano w badaniach z frakcją FB 
dla stężenia zanieczyszczeń pochodzących z 2,5 m3 powietrza. Z kolei maksymalną 
wartość współczynnika MR (8,31) w teście z frakcją FA uzyskano dla stężenia eks­
traktu pochodzącego z 0,625 m3, natomiast w badaniach bez frakcji (MR = 4,41) 
z 1,26 m3 powietrza. Większe wartości współczynnika MR otrzymano dla frakcji FB 
w porównaniu do MR otrzymanych dla frakcji FA dla większych stężeń badanych 
zanieczyszczeń. W przypadku małych stężeń wartości MR były większe dla frakcji 
FA. Otrzymane wyniki były więc zbliżone do wyników uzyskanych w teście kla­
sycznym. W przypadku próbki pobranej w lecie nie otrzymano efektu toksycznego 
na krzywej dawka-odpowiedź w badanym zakresie stężeń zanieczyszczeń. Najwięk­
sze wartości współczynnika MR (6,29-5 m3/płytkę) otrzymano w badaniach z frak­
cją FA. Dla próbki letniej otrzymano więc inne wyniki niż w teście klasycznym, 
w którym większe MR uzyskano w teście prowadzonym bez frakcji.
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Mutagenność (M) w przypadku próbki pobranej zimą wynosiła: 1641 rew./m3 
(FB), 1251 rew./m3 (FA) i 533 rew./m3 (—F), natomiast dla próbki pobranej latem 
307 rew./m3 (FB), 294 rew./m3 (FA) i 193 rew./m3 (-F) (tab. 17).

Salmonella typhimurium YG1042 
Test w modyfikacji Kado

Rys. 86. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście klasycznym 
w modyfikacji Kado próbki pobranej zimą

Salmonella typhimurium YG1042

II- 2,5 m3

III- 1 ,26 m 3

IV- 0,625 m 3

V- 0,31 25 m 3

VI- 0,1 56 m3

Rys. 87. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście klasycznym 
w modyfikacji Kado próbki pobranej latem

Najmniejsze stężenie zanieczyszczeń obecnych w próbce pobranej w zimie, wy­
wołujące efekt mutagenny w badaniach prowadzonych bez frakcji i z obu frakcjami, 
wynosiło 0,039 m3/płytkę. Natomiast w badaniach próbki pobranej latem efekt mu­
tagenny ujawnił się w stężeniu 1,26 m3/płytkę z frakcją FA, w stężeniu 2,5 m3/plytkę 
w obecności FB oraz w stężeniu 5 m3/płytkę w badaniach bez udziału frakcji. Zde­
cydowanie mniejsze więc stężenia próbki zimowej i letniej (tylko w obecności obu 
frakcji) wywoływały efekt mutagenny w porównaniu do wyników otrzymanych 
w teście klasycznym.
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Test klasyczny Salmonella z preinkubacją w formie Mini (VIII)
W teście klasycznym w formie Mini tylko w przypadku jednego stężenia zanie­

czyszczeń powietrza pobranych latem (7,5 m3/płytkę), z frakcją FB, otrzymano 
współczynnik MR(2,05) wskazujący na ich mutagenne działanie (rys. 88, 89). We 
wszystkich pozostałych badaniach uzyskano liczby rewertantów zbliżoną do pozio­
mu mutacji spontanicznej, a nawet mniejszą. Wyniki dotyczące liczby rewertantów 
indukowanych przez 1 m3 badanego powietrza (tab. 17) były następujące: dla próbki 
pobranej zimą - 173 rew./m3 w badaniach -F, 154 rew./m3 w badaniach z FB 
i 133 rew./m3 w badaniach z FA, natomiast w przypadku próbki pobranej latem - 
175 rew./m3 (FB), 123 rew./m3 (FA) i 94 rew./m3 (-F).

Salmonella typhimuriumYG1042
Test klasyczny z preinkubacją w formie Mini

Rys. 88. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście klasycznym 
z preinkubacją w formie Mini próbki pobranej zimą

Salmonella typhimuriumY <31042
Test klasyczny z preinkubacją w formie Mini

1-30 m 3
2-15 m 3
3-7,5 m 3
4-3,75 m 3
5- 1,875 m 3
6- 0,937 m 3
7-0,48 m 3
8- 0,234 m 3
9-0,117 m 3
1 0- 0,058 m 3
1 1 - 0,0292 m 3
1 2- 0,01 4 m 3

Rys. 89. Współczynniki MR dla szczepu YG1042 uzyskane w teście klasycznym 
z preinkubacją w formie Mini próbki pobranej latem



Modyfikacje testu Salmonella do oceny mutagenności... 129

Szczep Salmonella typhimurium YG1042 w niewielkim stopniu reagował na wy­
stępujące w badanych ekstraktach pyłów zanieczyszczenia, podobnie jak szczep 
TA100, którego jest pochodną. Otrzymane wyniki świadczą o tym, że w badanych 
próbkach było mniej mutagenów typu podstawienia pary zasad o charakterze nitro­
wych związków aromatycznych.

Najlepsze wyniki dla tego szczepu uzyskano w badaniach z zastosowaniem meto­
dy klasycznej testu Salmonella i w teście w modyfikacji Kado. W tych testach otrzy­
mano największą liczbę rewertantów oraz najmniejsze stężenia badanych ekstraktów 
pyłów wywołujących efekt mutagenny.

Tabela 17. Mutagenność (M) otrzymana dla poszczególnych testów przeprowadzonych dla ekstraktów 
próbek zimowej i letniej pobranych na Starym Mieście w obecności szczepu YG1042

Pora 
roku

Rodzaj testu Obecność 
frakcji S9

Równanie prostej 
regresji R2

Mutagenność 
W 

rew./m3

Zima I
-F y= 173,9+44,7% 0,92 219
FA y= 131,5+764% 0,99 896
FB y=93,7+459% 0,98 553

Lato I
-F y= 181,2+26,5% 0,93 208
FA y= 123,4+92,1% 0,84 215
FB y= 101,3+92,3% 0,91 194

Zima II FA y=176,5+91,3% 0,9 268
FB y=167,5+124,8% 0,92 292

Lato II FA y=184,4+72,1% 0,54 256
FB y= 193,2+53,6% 0,81 247

Zima III FA y=185,3+181% 0,99 366
FB y= 195,6+204,1% 0,89 340

Lato III FA y= 178+30,1% 0,99 208
FB y= 174,7+50% 0,98 225

Zima IV
-F y= 126+331,6% 0,99 458
FA y= 161,7+339% 0,94 501
FB y= 169,5+223,2% 0,81 393

Lato IV
-F y= 140,4+25,1% 0,87 165
FA y= 158,6+13,9% 0,55 173
FB y= 160,7+17,6% 0,56 178

Zima VII
-F y= 157,2+375,8% 0,97 533
FA y=l 18,1+1522,9% 0,99 1641
FB y=131,7+1118,9% 0,99 1251

Lato VII
-F y= 142,1+50,8% 0,93 193
FA y= 137,4+169,5% 0,99 307
FB y= 177,9+115,8% 0,9 294

Zima VIII
-F y=120,5+52,1% 0,43 173
FA y= 111,5+21,3% 0,54 133
FB y= 130,2+23,9% 0,52 154

Lato VIII
-F y=88,6+5,1% 0,26 94
FA y=103,5+19,1% 0,25 123
FB y= 124,9+50,3% 0,35 175
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Porównując wyniki uzyskane w teście klasycznym do wyników uzyskanych dla zbli­
żonych stężeń ekstraktów w teście Kado, można stwierdzić, że ten ostatni okazał się bar­
dziej czuły na obecne w próbkach zanieczyszczenia. W tym ostatnim uzyskano bowiem 
dla mniejszych stężeń badanych ekstraktów MR > 2. Jedynie w przypadku badań prowa­
dzonych bez aktywacji metabolicznej w obecności ekstraktu próbki pobranej w lecie uzy­
skano gorsze wyniki. W teście klasycznym stężenie zanieczyszczeń, pochodzące z 3,125 m3 
powietrza, a w teście w modyfikacji Kado z 5 m3 powietrza okazało się mutagenne.

Zwiększenie ilości bakterii wprowadzonych do testu klasycznego spowodowało wy­
raźne przesunięcie krzywych dawka-odpowiedź w kierunku badanych większych stę­
żeń. Wprowadzenie do testu większej ilości bakterii spowodowało więc zmniejszenie 
jego czułości. Z kolei LR uzyskane w badaniach prowadzonych w obecności frakcji FA 
i FB wskazywały, że w większości testów lepsze wyniki uzyskano dla frakcji FB.

6.4. Porównanie wybranych procedur testu na ekstraktach 
pyłów pobranych w trzech punktach miasta

Na podstawie rezultatów uzyskanych w drugim etapie badań do weryfikacji wyty­
powano trzy procedury testu Salmonella-, klasyczny test Salmonella (I), klasyczny test 
Salmonella z zastosowaniem dodatkowej preinkubacji prowadzonej w temperaturze 
37 °C (V) oraz test Salmonella w modyfikacji Kado (VII).

W trzecim etapie badań testy przeprowadzono na podstawie pięciu ekstraktów 
pyłów zawieszonych pobranych w lecie, w zimie i na wiosnę w trzech wybranych 
punktach miasta (ul. Strachocińska, pl. Grunwaldzki, ul. Norwida). Na ul. Strachociń- 
skiej, położonej na obrzeżu miasta, oraz na pl. Grunwaldzkim, usytuowanym w cen­
trum miasta, próbki powietrza pobierano, podobnie jak do drugiego etapu badań, la­
tem i zimą. Ze względu na istniejące różnice w składzie ilościowym i jakościowym 
pyłowych zanieczyszczeń zależne od pory roku do badań pobrano dodatkowo jeszcze 
jedną próbkę powietrza w okresie wiosennym. Próbka ta została pobrana na ul. Nor­
wida, w miejscu o mniejszym natężeniu ruchu samochodowego w porównaniu do 
dwóch poprzednich stanowisk badawczych, nie tylko w innej porze roku, ale też 
w odmiennych warunkach, czyli na dachu budynku, na wysokości drugiego piętra.

W badaniach zastosowano dwa zakresy stężeń ekstraktów pyłowych zanieczysz­
czeń powietrza. Na płytkę dodawano ekstrakty pochodzące z zakresu od 50 m3 do 
0,0245 m3 powietrza w testach I i V oraz od 5 m3 do 0,0097 m3 powietrza w teście VII. 
Testy prowadzono dla dwóch szczepów Salmonella typhimurium TA98 i YG1041. 
Szczepy te okazały się najbardziej wrażliwe w drugim etapie badań na obecne w ba­
danych pyłach zanieczyszczenia. Testy prowadzono bez aktywacji metabolicznej oraz 
z aktywacja metaboliczną frakcją mikrosomalną indukowaną Aroclorem 1254 (FA), 
fenobarbitalem (FB) oraz frakcją niepoddaną uprzedniej indukcji (F0). Ponieważ 
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w drugim etapie badań uzyskano porównywalny efekt mutagenny z zastosowaniem 
frakcji FA i FB oraz uzyskano dobre rezultaty w testach, do których nie wprowadzano 
dodatkowej puli NADP, uznano za uzasadnione wprowadzenie do badań frakcji FO, 
zawierającej naturalny poziom enzymów mikrosomalnych.

6.4.1. Wyniki testów z udziałem próbki pyłów (1) 
pobranej latem na ul. Strachocińskiej

Salmonella typhimurium TA98
Testy prowadzone w obecności szczepu TA98 i zanieczyszczeń w próbce 1, w ba­

danych zakresach stężeń ekstraktów powietrza, nie pozwoliły wyznaczyć efektu tok­
sycznego na krzywej dawka-odpowiedź.

W teście klasycznym (rys. 90) wynik dodatni uzyskano po wprowadzeniu na płytkę za­
nieczyszczeń pochodzących z 25 m3 powietrza, zarówno w badaniach prowadzonych bez 
aktywacji metabolicznej, jak i z aktywacją metaboliczną frakcją FA, FB i FO. W tym stęże­
niu ekstraktu uzyskano większe wartości współczynnika MR w testach z udziałem wszyst­
kich frakcji (MR = 2,12 dla FA, MR = 2,5 dla FB i MR = 2,06 dla FO) w porównaniu do 
wartości współczynnika MR uzyskanego w badaniu bez frakcji (MR = 2). Natomiast w stę­
żeniu ekstraktu 50 m3/płytkę największą wartość MR zaobserwowano w badaniach z frak­
cją FB (MR = 3,88) i bez frakcji (MR = 3,29). Liczba rewertantów indukowanych przez 
1 m3 powietrza we wszystkich testach wahała się od 19 do 26 (tab. 18).

Salmonella typhimurium TA98

Rys. 90. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym próbki

W teście preinkubacyjnym (rys. 91) uzyskano większe wartości współczynnika 
MR w badaniach z udziałem wszystkich frakcji mikrosomalnych w porównaniu do 
MR uzyskanych w badaniach bez aktywacji metabolicznej. W teście prowadzonym 
bez frakcji nie uzyskano również wyniku dodatniego. Z kolei zanieczyszczenia po- 



132 Katarzyna Piekarska

wietrzą pochodzące z 12,5 m3 wywołały efekt mutagenny w badaniach z frakcją FA 
(MR = 2) i FO (MR = 2,23), a pochodzące z 25 m3 powietrza z frakcją FB (MR = 2,12). 
Mutagenność (M) w tym teście mieściła się w granicach 16-23 rew./m3 (tab. 18).

Salmonella typhimurium TA98

napowietrza na płytkę

Rys. 91. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście preinkubacyjnym próbki 1

Salmonella typhimurium TA98 
Test w modyfikacji Kado

napowietrza na płytkę

Rys. 92. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście w modyfikacji Kado próbki 1

W przypadku testu w modyfikacji Kado (rys. 92) również uzyskano większą liczbę 
rewertantów w obecności frakcji mikrosomalnych. Wynik dodatni testu otrzymano 
jedynie w badaniach z aktywacją metaboliczną frakcją FB (MR = 2,26) i FO (MR = 
2,64) w stężeniu ekstraktu 5 m3 powietrza na płytkę, czyli dużo mniejszym w porów­
naniu do dwóch poprzednich testów. Test ten przeprowadzano w dużo mniejszym za­
kresie stężeń zanieczyszczeń powietrza, ponieważ wprowadza się do niego 20 razy 
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mniejszą ilość badanej próbki. Dzięki temu możliwe było obniżenie progu wykrywal­
ności mutagenów pośrednich. Mutagenność (Mj w tym teście była zbliżona do liczby 
rewertantów spontanicznych i mieściła się w granicach 40-56 rew./m3 (tab. 18).

Salmonella typhimurium YG1041
W testach prowadzonych ze szczepem YG1041 stwierdzono inny przebieg zależ­

ności współczynnik MR od stężenia zanieczyszczeń obecnych w próbce 1. Zarówno 
w teście klasycznym, jak i w teście z preinkubacją uzyskano efekty toksyczne na 
krzywej dawka-odpowiedź. Otrzymano również większe współczynniki MR dla 
mniejszych stężeń badanych ekstraktów zanieczyszczeń w porównaniu do testów 
prowadzonych ze szczepem TA98. W badanej próbce były więc mutageny typu zmia­
ny fazy odczytu o charakterze nitrowych związków aromatycznych.

W teście klasycznym (rys. 93) najmniejsze stężenie ekstraktu, wywołujące efekt 
mutagenny w badaniach z frakcją FB (MR = 2,17) pochodziło z 3,125 m3 powietrza, 
w badaniach bez frakcji (MR = 2,04) z 6,25 m3, a w badaniach z frakcją FA (MR = 
2,52) i z frakcją F0 (MR = 4,16) z 12,5 m3 powietrza. Z kolei maksymalne wartości 
współczynnika MR uzyskano we wszystkich testach po wprowadzeniu na płytkę za­
nieczyszczeń pochodzących z 25 m3 powietrza. Mutagenność (M) była zbliżona do 
liczby rewertantów powstałych w sposób spontaniczny i mieściła się w granicy od 
151 rew./m3 do 193 rew./m3 (tab. 18).

Salmonella typhimurium YG1041 1- 50 m
o

napowietrza na płytkę

Rys. 93. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym próbki 1

W teście z preinkubacją (rys. 94) uzyskano mniejsze współczynniki MR w porównaniu 
do testu klasycznego. Najmniejsze stężenie badanego ekstraktu, wywołujące efekt mutagen­
ny, wynoszące 6,25 m3/płytkę, uzyskano w obecności frakcji FA (MR = 2,12). W badaniach 
z frakcjąFB wynik dodatni testu (MR = 3,41) uzyskano w stężeniu ekstraktu 12,5 m3/płytkę, 
natomiast w przypadku badań w obecności frakcji F0 (MR = 5,61) i bez aktywacji metabo­
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licznej (MR = 3,90) w stężeniu 25 m3 powietrza na płytkę. Zanieczyszczenia znajdujące się 
w 50 m3 badanej próbki wykazywały już działanie toksyczne w omawianym teście. Liczba 
rewertantów indukowana przez zanieczyszczenia występujące w 1 m3 badanego powietrza 
mieściła się w granicach od 106 rew./m3 do 220 rew./m3 (tab. 18).

cc 
s

napowietrza na płytkę

Rys. 94. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście preinkubacyjnym próbki 1
Salmonella typhimurium YG1041

napowietrza na płytkę

Rys. 95. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście w modyfikacji Kado próbki 1

W teście Kado (rys. 95) uzyskano większe współczynniki MR w testach z aktywa­
cja metaboliczną w obecności wszystkich frakcji mikrosomalnych w porównaniu do 
badań bez frakcji. Tak samo w obecności wszystkich frakcji mikrosomalnych stężenie 
zanieczyszczeń pochodzące z 2,5 m3 powietrza wywołało efekt mutagenny w teście
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(MR = 2,2 dla FA, MR = 2,47 dla FB i MR = 3,01 dla F0). Z kolei w przypadku badań 
bez aktywacji metabolicznej efekt ten uzyskano w stężeniu ekstraktu pochodzącego 
z 5 m3 powietrza (MR = 3,18). W teście uzyskano również większe współczynniki MR 
niż te, które uzyskano w analogicznych stężeniach w dwóch pozostałych testach. Mu­
tagenność M mieściła się w granicach od 256 rew./m3 do 346 rew./m3 (tab. 18).

Tabela 18. Mutagenność (M) otrzymana dla poszczególnych testów 
przeprowadzonych dla ekstraktu próbki 1

Szczep
Rodzaj testu Obecność 

frakcji S9
Równanie prostej 

regresji R2
Mutagenność 

W 
rew./m3

TA98

Klasyczny
-F y=18,5+3,6% 0,62 22
FA y=21,7+4,6% 0,62 26
FB 7=17,7+3,8% 0,81 21
F0 y=17,l+l,8% 0,52 19

Klasyczny 
z preinkubacją

-F y=22,2+0,5% 0,72 23
FA 7=19,6+0,9% 0,9 20
FB 7=18+0,8% 0,97 19
F0 7=15,6+0,7% 0,94 16

W modyfikacji 
Kado

-F 7=34,1+6,2% 0,95 40
FA 7=45,5+10,7% 0,93 56
FB y=32,3+7,6% 0,90 40
F0 7=37,1+12,2% 0,98 49

YG1041

Klasyczny
-F 7=154,9+35,9% 0,97 191
FA 7=165,9+19,2% 0,95 185
FB y= 117,7+32,9% 0,99 151
F0 7=158,8+34,6% 0,95 193

Klasyczny 
z preinkubacją

-F 7=86,9+19,1% 0,95 106
FA 7=173,8+25,1% 0,97 199
FB 7=119,7+25% 0,97 145
F0 7=211,6+8,8% 0,75 220

W modyfikacji 
Kado

-F 7=181,4+74,4% 0,96 256
FA 7=172,3+103,9% 0,97 276
FB 7=189,2+94,2% 0,97 283
F0 7=187,8+158% 0,93 346

6.4.2. Wyniki testów z udziałem próbki pyłów (2) 
pobranej latem na pi. Grunwaldzkim

Salmonella typhimurium TA98
W testach prowadzonych z udziałem próbki 2 na szczepie TA98 największe 

współczynniki MR zaobserwowano w teście klasycznym, a najmniejsze w teście 
preinkubacyjnym.

W teście klasycznym (rys. 96) nie uzyskano efektu toksycznego na krzywych 
dawka-odpowiedź, z wyjątkiem testu prowadzonego z frakcją F0. Największą liczbę 



136 Katarzyna Piekarska

rewertantów otrzymano w badaniach bez aktywacji metabolicznej (MR = 31,73 przy 
50 m3/płytkę), a najmniejszą w badaniach z frakcją F0 (MR = 9,87 przy 25 m3/płytkę). 
Stężenie progowe badanego ekstraktu pyłów wynosiło w badaniach bez frakcji - 
0,049 m3/płytkę, z frakcją - FB 0,097 m3/płytkę, z frakcją FA - 0,39 m3/płytkę, a w teście 
z frakcją F0 - 3,125 m3/płytkę. Mutagenność (M) była dużo większa od liczby rewertan­
tów powstałych w sposób spontaniczny i mieściła się w granicy od 144 rew./m3 do 
189 rew./m3 (tab. 19).

W teście klasycznym z preinkubacją (rys. 97) maksymalne wartości współczynni­
ka MR bez aktywacji metabolicznej (MR = 5,20) i z aktywacją metaboliczną frakcją 
FA (MR = 8,44) uzyskano w stężeniu ekstraktu pochodzącego z 25 m3 powietrza. Na­
tomiast w badaniach z frakcją FA (MR = 8,70) i z frakcją FB (MR = 6,0) w stężeniu 
ekstraktów zawierających zanieczyszczenia obecne w 50 m3 powietrza. W teście tym 
otrzymano większe współczynniki MR w badaniach ze wszystkimi frakcjami mikro- 
somalnymi w porównaniu do badań bez aktywacji metabolicznej. Preinkubacją po­
zwoliła więc na ujawnienie się działania mutagennego zanieczyszczeń o charakterze 
promutagenów. Najmniejsze stężenie powietrza wywołujące efekt mutagenny w ba­
daniach z aktywacją metaboliczną wynosiło 1,56 m3/płytkę, a w teście bez aktywacji 
metabolicznej 6,25 m3/płytkę. Mutagenność była mniejsza niż w teście klasycznym 
i wynosiła od 76 rew./m3 do 104 rew./m3 (tab. 19).

napowietrza na płytkę

Rys. 96. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym próbki 2

Liczba rewertantów uzyskana w teście Kado (rys. 98) była większa od LR uzyska­
nej dla analogicznych stężeń ekstraktów w metodzie klasycznej testu. Stężenie pro­
gowe badanego ekstraktu wynosiło dla testu bez frakcji - 0,0195 m3/płytkę, dla testu 
z frakcją FA - 0,156 m3/płytkę i 0,625 m3/płytkę dla pozostałych frakcji FB i F0. Tak 
więc stężenia ekstraktu zanieczyszczeń powietrza wywołujących efekt mutagenny, 
w tym teście, były mniejsze w porównaniu do testu z preinkubacją i do testu klasycz­
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nego (z wyjątkiem badań z frakcją FB). Mutagenność (M), podobnie jak w teście kla­
sycznym, była dużo większa od liczby rewertantów powstałych w sposób spontanicz­
ny i mieściła się w granicy od 88 rew./m3 do 137 rew./m3 (tab. 19).

Salmonella typhimurium TA98

Rys. 97. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście preinkubacyjnym próbki 2

Salm onella typhim urium TA98

Rys. 98. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście w modyfikacji Kado próbki 2

Salmonella typhimurium YG1041
W badaniach z udziałem szczepu YG1041 uzyskano mniejsze wartości współczynnika 

MR w porównaniu do badań ze szczepem TA98. W badanym ekstrakcie zanieczyszczeń 
powietrza mniej więc było mutagenów typu zmiany fazy odczytu o charakterze nitrowych 
związków aromatycznych. W żadnym z prowadzonych testów, w badanym zakresie stę­
żeń zanieczyszczeń, nie uzyskano efektu toksycznego na krzywej dawka-odpowiedź.
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W przypadku testu klasycznego (rys. 99) bez aktywacji metabolicznej i z akty­
wacją metaboliczną frakcją FB i frakcją FO stężenie progowe badanego ekstraktu 
pochodziło z 6,25 m3 powietrza. W teście prowadzonym w obecności frakcji FA 
uzyskano najmniejsze wartości współczynnika MR (MR = 3,06 przy 50 m3/płytkę). 
Stężenie progowe ekstraktu zanieczyszczeń w obecności tej frakcji było także prze­
sunięte w kierunku większych wartości i wynosiło 50 m3/płytkę. Jedynie w badanym 
największym stężeniu ekstraktu powietrza, które wynosiło 50 m3/płytkę, wartości 
MR były większe w badaniach z frakcją FB (MR = 8,05) i z frakcją F0 (MR = 7,22) 
w porównaniu do MR uzyskanych w badaniach bez frakcji (MR = 6,40). W pozo­
stałych stężeniach ekstraktu uzyskano zbliżone wartości współczynników mutagen­
ności. Mutagenność (M) była zbliżona do liczby rewertantów powstałych w sposób 
spontaniczny i mieściła się w granicy od 126 rew./m3 do 202 rew./m3 (tab. 19).

W teście klasycznym z preinkubacją (rys. 100) uzyskano większe wartości 
współczynnika MR w porównaniu do testu klasycznego (MR = 12,21 dla -F, MR = 
10,39 dla FA, MR = 10,89 dla FB i MR = 6,34 dla F0 - 50 m3/płytkę). W tym teście 
najmniejsze wartości współczynnika mutagenności uzyskano w badaniach z frakcją 
F0. W badanych większych stężeniach zanieczyszczeń powietrza największe warto­
ści współczynnika MR otrzymano w badaniach prowadzonych bez frakcji mikroso- 
malnej, a w mniejszych stężeniach w testach z frakcją FA. Najmniejsze stężenie 
ekstraktu powietrza wywołujące efekt mutagenny w badaniach z frakcją FA wyno­
siło 0,78 m3/płytkę, a w pozostałych badaniach 6,25 m3 powietrza na płytkę. Muta­
genność (M) była zbliżona do liczby rewertantów powstałych w sposób spontanicz­
ny w teście prowadzonym bez frakcji mikrosomalnej (212 rew./m3) i w testach 
wykonywanych w obecności frakcji FB i frakcji F0 (248 rew./m3 i 242 rew./m3). 
W przypadku badań z aktywacją metaboliczną frakcją FA liczba rewertantów indu­
kowana przez 1 m3 badanego powietrza była dużo większa i wynosiła 449 (tab. 19).

Rys. 99. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym próbki 2
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W teście w modyfikacji Kado (rys. 101), w największym badanym stężeniu zanie­
czyszczeń powietrza (5 m3), uzyskano największy współczynnik MR (4,59) w badaniach 
z frakcją FA. Stężenie progowe ekstraktu pyłów uzyskane w tym teście pochodziło z 2,5 m3 
powietrza w badaniach bez frakcji i w obecności frakcji FA oraz 5 m3 powietrza w obec­
ności frakcji FB i F0. Test ten charakteryzował się więc najniższym progiem wykrywalno­
ści substancji mutagennych w przypadku badań wykonywanych bez aktywacji metabo­
licznej i z aktywacją metaboliczną frakcją FB i F0. Wszystkie wartości mutagenności (M) 
uzyskane w tych badaniach były zbliżone do liczby rewertantów powstałych w sposób 
spontaniczny i mieściły się w granicy od 268 rew./m3 do 336 rew./m3 (tab. 19).

Salmonella typhimurium YG1041 1- so m3

napowietrza na płytkę

Rys. 100. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście preinkubacyjnym próbki 2

Rys. 101. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście w modyfikacji Kado próbki 2
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Tabela 19. Mutagenność (M) otrzymana dla poszczególnych testów 
przeprowadzonych dla ekstraktu próbki 2

Szczep
Rodzaj testu Obecność 

frakcji S9
Równanie prostej 

regresji R2
Mutagenność 

W 
rew./m3

TA98

Klasyczny
-F y=29,1+115,2% 0,75 144
FA y=49,3+139,7% 0,84 189
FB y=41,8+125,2% 0,84 167
F0 y=50,5+130,3% 0,71 181

Klasyczny 
z preinkubacją

-F y=51,3+24,7% 0,67 76
FA y=48,4+40,6% 0,66 89
FB y=59,3+38,3% 0,85 98
F0 y=53,l+51,4% 0,89 104

W modyfikacji 
Kado

-F y=25,2+62,5% 0,90 88
FA y=28,7+64,6% 0,95 93
FB y=34,8+95,6% 0,93 130
F0 y=41,7+95,6% 0,82 137

YG1041

Klasyczny
-F y=103,7+21,9% 0,98 126
FA y=l 92,7+8,2% 0,82 201
FB y= 162,8+21,4% 0,93 184
F0 y= 180,3+21,5% 0,94 202

Klasyczny 
z preinkubacją

-F y= 174,8+36,8% 0,92 212
FA y=213,8+235% 0,71 449
FB y=l 94,4+53,4% 0,87 248
F0 y=183,4+58,2% 0,85 242

W modyfikacji 
Kado

-F y= 174,7+93,3% 0,91 268
FA y=177,4+107,1% 0,91 284
FB y=241,2+95% 0,96 336
F0 y=242,6+78,3% 0,93 321

6.4.3. Wyniki testów z udziałem próbki pyłów (3) 
pobranej zimą na ul. Strachocińskiej

Salmonella typhimurium TA98
W testach z próbką 3 na szczepie TA98 uzyskano większe wartości współczynnika 

MR w porównaniu do współczynnika MR otrzymanego w badaniach ekstraktu próbki 1, 
pobranej w tym samym punkcie miasta w lecie. Największy współczynnik otrzymano 
w teście Kado prowadzonym z aktywacją metaboliczną.

W przypadku testu wykonywanego zgodnie z procedurą klasyczną (rys. 102), 
w badanym zakresie stężeń ekstraktu, efekt toksyczny na krzywej dawka—odpowiedź 
uzyskano jedynie w badaniach bez frakcji. W stężeniu zanieczyszczeń znajdujących 
się w 12,5 m3 powietrza uzyskano maksymalną wartość współczynnika MR, w bada­
niach bez aktywacji metabolicznej, wynoszącą 13,63. Najmniejsze stężenie ekstraktu 
wywołujące efekt mutagenny pochodziło z 0,195 m3 powietrza w badaniach z frakcją
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FA i FB, a w badaniach bez frakcji i z frakcją FO z 0,39 m3 powietrza. Mutagenność 
(M) była dużo większa od liczby rewertantów powstałych w sposób spontaniczny 
i mieściła się w granicy od 97 rew./m3 do 125 rew./m3 (tab. 20).

Salmonella typhimurium TA98 1 - so m3

Rys. 102. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym próbki 3

Rys. 103. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście preinkubacyjnym próbki 3

W teście preinkubacyjnym (rys. 103) w większości badanych stężeń ekstraktu uzy­
skano większe wartości MR w testach prowadzonych z aktywacją metaboliczną. Stę­
żenie progowe badanych zanieczyszczeń powietrza we wszystkich testach wynosiło 
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0,39 m3. Liczba rewertantów indukowana przez 1 m3 powietrza również była dużo 
większa niż liczba rewertantów powstających w sposób spontaniczny i wynosiła od 92 
do 123 (tab. 20).

W teście w modyfikacji Kado (rys. 104) uzyskano, podobnie jak w teście klasycz­
nym, efekt toksyczny na krzywej dawka-odpowiedź jedynie w badaniach bez frakcji. 
Zaobserwowano także większe wartości MR, w zbliżonych stężeniach badanego eks­
traktu, w porównaniu z wartościami MR uzyskanymi w pozostałych testach. Mimo to 
czułość tego testu okazała się zbliżona do testu klasycznego i preinkubacyjnego, ponie­
waż podobne stężenia badanej próbki wywoływały efekt mutagenny. Najmniejsze stę­
żenie powietrza wywołujące efekt mutagenny wynosiło 0,156 m3/płytkę w badaniach 
bez frakcji i w badaniach z frakcją FA i FB, natomiast w teście z frakcją F0 stężenie 
progowe wynosiło 0,3125 m3/płytkę. Liczba rewertantów indukowana przez 1 m3 po­
wietrza, tak jak w pozostałych testach, była dużo większa od liczby rewertantów po­
wstałych w sposób spontaniczny i wahała się w granicach od 220 do 341 (tab. 20).

Salmonella typhimurium TA98 
Test klasyczny

Rys. 104. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście w modyfikacji Kado próbki 3

Salmonella typhimurium YG1041
Badania mutagenności w obecności próbki 3 oraz szczepu YG1041 prowadzono 

w rozszerzonym zakresie stężeń ekstraktu zanieczyszczeń powietrza: od 50 m3/płytkę 
do 0,006125 m3/płytkę w teście klasycznym i preinkubacyjnym oraz od 5 m3/płytkę do 
0,0006 m3/płytkę w teście Kado. Do testów wprowadzano bardziej rozcieńczony eks­
trakt pyłów, ponieważ w próbce tej stwierdzono obecność większej ilości zanieczysz­
czeń o charakterze mutagennym w badaniach chromatograficznych.

W przypadku testów z udziałem szczepu YG1041 uzyskano większą liczbę re­
wertantów w porównaniu do testów prowadzonych na tym szczepie z próbką 1 pobra­
ną latem w tym samym punkcie miasta. W przypadku tego szczepu we wszystkich 
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badaniach stwierdzono efekt toksyczny na krzywej zależności dawka-odpowiedź. 
W większości prowadzonych testów otrzymano większe wartości współczynnika MR 
w badaniach z aktywacją metaboliczną w porównaniu do badań bez frakcji lub uzy­
skane MR w badaniach z i bez aktywacji metabolicznej były zbliżone. W teście kla­
sycznym i w teście prowadzonym w modyfikacji Kado uzyskano większe współczyn­
niki MR w badaniach z frakcją FB, natomiast w teście prowadzonym z preinkubacją 
lepsze rezultaty otrzymano w obecności frakcji FA.

Salmonella typhimurium YG1041 3
T .u 1-50 mTest klasyczny 
n.^ui--------- o 2-25 ni

3
3-12,5 m

4- 6,25 m3

5-3,125 m3

3
6-1,56 m

7- 0,78 m3

3
8- 0,39 m

3
9- 0,195 m

3 
10-0,097 m

3
11- 0,049 m

3
12- 0,0245 m 

14-0,01225 m3 

3 
16-0,006125 m

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 16
napowietrza na płytkę

Rys. 105. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym próbki 3
Salmonella typhimurium YG1041 
Test klasyczny z preinkubacją

1- 50 m3

3
2- 25 m

3
3- 12,5 m

3
4- 6,25 m

3
5- 3,125 m

3
6- 1,56 m

3
7- 0,78 m

3
8- 0,39 m

3
9- 0,195 m

3 
10-0,097 m

3 
11-0,049 ni

12- 0,0245 m3

14- 0,01225 m3

16-0,006125 m'

napowietrza na płytkę

Rys. 106. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście preinkubacyjnym próbki 3
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Salmonella typhimurium YG1041 
Test w modyfikacji Kado

i9 4 Próbka nr 3

i II III IV V VI VII VIII IX X XI XII XIV
napowietrza na płytkę

I- 5 m3

II- 2,5 m3

III-1,26 m3

IV- 0,625 m3

V- 0,3125 m3

VI- 0,156 m3

VII- 0,078 m3

VIII- 0,039 m3
3

IX- 0,0195 m
3

X- 0,0097 m
XI- 0,0048 ml

XII- 0,0024 m3

XIV- 0,0006 m3

Rys. 107. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście w modyfikacji Kado próbki 3

Tabela 20. Mutagenność (M) otrzymana dla poszczególnych testów 
przeprowadzonych dla ekstraktu próbki 3

Szczep
Rodzaj testu Obecność 

frakcji S9
Równanie prostej 

regresji R2
Mutagenność

rew./m3

TA98

Klasyczny
-F y=30,4+66,6x 0,95 97
FA >=45,3+7 lx 0,86 116
FB y=36,5+63,4x 0,95 100
F0 >=48,1+76,9% 0,75 125

Klasyczny 
z preinkubacją

-F >=31,4+79,2x 0,96 111
FA >=39,9+82,6% 0,88 123
FB >=29,1+62,5% 0,98 92
F0 >=37,2+54,3% 0,91 92

W modyfikacji 
Kado

-F >=42,8+273,1% 0,99 316
FA >=46,7+294,2x 0,98 341
FB >=42,9+202,5% 0,96 246
F0 >=35,9+184,5% 0,98 220

YG1041

Klasyczny
-F >=174,6+474,1% 0,76 649
FA >=249,4+696,5x 0,94 946
FB >=194,6+573,4x 0,84 768
F0 >=236,2+474, lx 0,84 710

Klasyczny 
z preinkubacją

-F >=85,6+308,3% 0,96 394
FA >=167,7+501,5% 0,94 669
FB >=163,1+414,7% 0,86 578
FO >=234,2+285,2% 0,82 519

W modyfikacji 
Kado

-F >=233,2+894,9% 0,83 1128
FA >=329,2+1056,3% 0,9 1386
FB >=223,5+1277,3% 0,87 1501
FO >=216,2+1254,5% 0,74 1471
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W teście klasycznym (rys. 105) stężenie progowe zanieczyszczeń powietrza wy­
wołujące efekt mutagenny wynosiło 0,097 m3/płytkę w badaniach bez frakcji; 
0,195 m3/płytkę w badaniach z frakcją FB i 0,39 m3/płytkę w testach z frakcjami FA 
i F0. Mutagenność (Mj była dużo większa od liczby rewertantów powstałych w spo­
sób spontaniczny i mieściła się w granicy od 649 rew./m3 do 946 rew./m3 (tab. 20).

W przypadku testu preinkubacyjnego (rys. 106) w badaniach z frakcją FA i FB 
stężenie zanieczyszczeń pochodzące z 0,097 m3 powietrza wywoływało efekt muta­
genny, natomiast stężenie pochodzące z 0,39 m3 było odpowiedzialne za ten efekt 
w badaniach bez frakcji i z frakcją F0. Liczba rewertantów indukowana przez 1 m3 
powietrza była wysoka i wahała się w granicach 394—669 (tab. 20).

Test w modyfikacji Kado (rys. 107) był najbardziej czuły na obecne w badanym 
ekstrakcie zanieczyszczenia powietrza, ponieważ dawał efekt mutagenny w mniej­
szych stężeniach ekstraktu wprowadzanych na płytkę w porównaniu z dwoma pozo­
stałymi testami. W badaniach z frakcją FB i F0 stężenie to wynosiło 0,039 m3/płytkę, 
a w badaniach bez frakcji i z frakcją FB - 0,078 m3/płytkę. W teście tym mutagenność 
również była duża i wynosiła od 1128 rew./m3 do 1501 rew./m3 (tab. 20).

6.4.4. Wyniki testów z udziałem próbki pyłów (4) 
pobranej zimą na pi. Grunwaldzkim

Salmonella typhimurium TA98
We wszystkich testach z udziałem próbki 4 na szczepie TA98 stwierdzono wystę­

powanie efektu toksycznego na krzywej dawka-odpowiedź. Uzyskano również więk­
sze wartości współczynnika MR w badanych mniejszych stężeniach zanieczyszczeń 
powietrza w porównaniu do MR otrzymanych dla próbki 2 pobranej w lecie na tym 
samym stanowisku badawczym. Świadczy to o większej liczbie mutagenów typu 
zmiany fazy odczytu w ekstrakcie zanieczyszczeń pobranych zimą.

W teście klasycznym (rys. 108) uzyskano największe wartości współczynnika MR 
z frakcją FA, w porównaniu do testów bez aktywacji metabolicznej i z aktywacją me­
taboliczną pozostałymi frakcjami. Maksymalne wartości współczynnika MR uzyskano 
w przypadku badań bez frakcji (MR = 15,5) i z frakcją FB (MR = 4,0) w stężeniu za­
nieczyszczeń pochodzących z 3,125 m3 powietrza, a w przypadku testów z frakcją FA 
(MR = 17,9) i F0 (MR = 7,47) w stężeniu ekstraktu 6,25 m3/płytkę. Stężenie progowe 
badanych zanieczyszczeń wynosiło 0,097 m3/płytkę w testach przeprowadzonych 
z udziałem frakcji FA i 0,39 m3/płytkę w pozostałych badaniach. Mutagenność (Mj 
wahała się w granicach od 101 rew./m3 do 186 rew./m3 i była dużo większa niż liczba 
rewertantów indukowanych w sposób spontaniczny (tab. 21).

W teście preinkubacyjnym (rys. 109) otrzymano mniejszą liczbę rewertantów 
w porównaniu do liczby rewertantów uzyskanych w teście klasycznym. Największe 
wartości współczynnika MR uzyskano w badaniach ze wszystkimi frakcjami mikro- 
somalnymi. Preinkubacja poprawiła więc skuteczność wykrywania efektu mutagenne­
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go z frakcjąFB i FO. W teście tym próg wykrywalności stwierdzono dla następujących 
stężeń ekstraktu powietrza dodawanego na płytkę: 0,097 m3 w badaniach z frakcjami 
FB i FO, 0,39 m3 w badaniach z frakcją FA i 0,78 m3 w badaniach bez frakcji -F. 
Liczba rewertantów indukowana przez 1 m3 badanej próby powietrza była również 
większa niż liczba rewertantów powstających w sposób spontaniczny i wynosiła od 76 
do 208 (tab. 21).

Salm onella tyhlm urlum TA98

3- 12,5 m

5- 3,125 m
6- 1,56 m3

8- 0,39 m

11- 0,049 m
12- 0,0245 m3

Rys. 108. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym próbki 4

Salmonella typhimurium TA98

Rys. 109. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście preinkubacyjnym próbki 4

W przypadku testu w modyfikacji Kado (rys. 110) uzyskano większe wartości 
współczynnika MR w teście wykonywanym bez frakcji w większych stężeniach bada­
nego ekstraktu powietrza, a w mniejszych stężeniach w teście wykonywanym z frak­
cją FA. Test ten okazał się najbardziej czuły na obecne w badanej próbce zanieczysz­
czenia, efekt mutagenny bowiem uzyskano w mniejszych stężeniach ekstraktu 
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powietrza wprowadzanych na płytkę w porównaniu do poprzednich procedur. Aktyw­
ność mutagenną w badaniach bez frakcji wykryto w stężeniu ekstraktu powietrza wy­
noszącym 0,0195 m3/płytkę, a w stężeniu 0,078 m3/płytkę w badaniach z frakcjami 
mikrosomalnymi. Liczba rewertantów indukowana przez 1 m3 badanej próby powie­
trza była taka sama jak w poprzednich testach, większa niż liczba rewertantów po­
wstających w sposób spontaniczny i wynosiła od 311 do 389 (tab. 21).

Salmonella typhimurium TA98
Test w modyfikacji Kado

napowietrza na płytkę

Rys. 110. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście w modyfikacji Kado próbki 4

Salmonella typhimurium YG1041
Badania mutagenności w obecności tego szczepu prowadzono w rozszerzonym 

zakresie stężeń ekstraktów powietrza, takim samym jak w przypadku próbki 3. 
W większości testów z udziałem próbki 4 na szczepie YG1041 stwierdzono efekt 
toksyczny na krzywej dawka-odpowiedź. Jedynie w badaniach w obecności frakcji 
FB w teście Kado nie otrzymano pełnego biologicznego obrazu działania zanie­
czyszczeń w zależności od ich stężenia. Otrzymano bardzo duże wartości współ­
czynnika MR (nawet ok. 45), dużo większe w porównaniu do MR uzyskanych dla 
próbki 2 pobranej w lecie, w tym samym punkcie miasta i to w badanych mniej­
szych stężeniach ekstraktu zanieczyszczeń powietrza. Stwierdzono także dużo 
mniejsze stężenia progowe badanych zanieczyszczeń w poszczególnych testach oraz 
bardzo dużą liczbę rewertantów indukowanych przez 1 m3 powietrza w porównaniu 
do liczby rewertantów powstających w sposób spontaniczny. Świadczyło to o więk­
szej liczbie mutagenów typu zmiany fazy odczytu o charakterze nitrowych związ­
ków aromatycznych w próbce pobranej zimą.

W teście klasycznym (rys. 111) największe współczynniki MR uzyskano w bada­
niach wykonywanych z frakcją F0 i FA. Maksymalne współczynniki MR otrzymano 
w stężeniu ekstraktu wynoszącym 25 m3/plytkę w badaniach z F0 (MR = 27,99), 
w stężeniu 12,5 m3/płytkę w badaniach bez frakcji (MR = 16,48) oraz w stężeniu 
6,25 m3/płytkę w obecności frakcji FA (MR = 15,0) i FB (13,52). Z kolei obecność 
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zanieczyszczeń o działaniu mutagennym stwierdzono w stężeniu 0,01225 m3/płytkę 
powietrza w testach wykonywanych bez frakcji i z frakcją FA. Natomiast w badaniach 
z frakcją FB i F0 w stężeniu 0,0245 m3 powietrza wprowadzanego na płytkę. Liczba 
rewertantów indukowanych przez 1 m3 powietrza mieściła się w granicach od 1091 do 
1930 (tab. 21).

Salmonella typhimurium YG1041 
Test klasyczny 31 - 5 0 m

32- 25 m
33- 1 2,5 m
34- 6,25 m

5- 3,1 25 m 3
36- 1 ,56 m
37- 0,78 m
38- 0,39 m

9- 0,1 95 m 3
1 0- 0,097 m 3
1 1 - 0,049 m 3

312 - 0,0245 m
1 4- 0,01 225 m 3
1 6- 0,0061 25 m 3

Rys. 111. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym próbki 4

napowietrza na płytkę

Rys. 112. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście preinkubacyjnym próbki 4

W przypadku testu z preinkubacją (rys. 112) otrzymano największe współczyn­
niki MR w badaniach prowadzonych z frakcją FA i FB. Stężenie progowe ekstrak-
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tów zanieczyszczeń powietrza w teście z frakcją FA wynosiło 0,01225 m3/płytkę, 
a w pozostałych testach 0,0245 m3/płytkę. Mutagenność wynosiła od 2126 rew./m3 
do 2947 rew./m3 (tab. 21).

W badaniach zanieczyszczeń powietrza testem w modyfikacji Kado (rys. 113) 
największą wartość współczynnika MR uzyskano w badaniach z frakcją FA i FB. Pro­
gi wykrywalności dla tego testu były na poziomie 0,0097 m3/płytkę w badaniach z FA 
i FB, na poziomie 0,0195 m3/płytkę w badaniach bez frakcji oraz 0,078 m3/płytkę 
w teście z frakcjąF0. W przypadku tego testu liczba rewertantów indukowanych przez 
1 m3 powietrza była w granicach od 1078 do 3883 (tab. 21).

Rys. 113. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście w modyfikacji Kado próbki 4

W przypadku szczepu testowego YG1041, dla omawianej próbki, uzyskano po­
dobne zależności współczynnika MR od stężenia ekstraktu zanieczyszczeń, jak dla 
szczepu TA98. Również jedynie w badaniach prowadzonych w modyfikacji Kado 
w obecności frakcji FB nie uzyskano efektu toksycznego na krzywej dawka-odpo­
wiedź. W tym przypadku w badanym największym stężeniu próby (5 m3 powie- 
trza/płytkę) współczynnik MR wynosił aż 42,06. W teście preinkubacyjnym stwier­
dzono większą LR w porównaniu do testu klasycznego i zaobserwowano wyraźne 
zmniejszenie stężeń, w których zaobserwowano maksymalne współczynniki MR. 
Otrzymany duży współczynnik MR w tym teście i niskie progi wykrywalności za­
nieczyszczeń mutagennych wskazują na znaczną przewagę testu w modyfikacji Ka­
do w badaniach tej próbki.
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Tabela 21. Mutagenność (M) otrzymana dla poszczególnych testów 
przeprowadzonych dla ekstraktu próbki 4

Szczep
Rodzaj testu Obecność 

frakcji S9
Równanie prostej 

regresji R2
Mutagenność 

W 
rew./m3

TA98

Klasyczny
-F 7=19,6+81,6% 0,82 101
FA 7=33,2+153,1% 0,88 186
FB 7=45,9+74,5% 0,85 120
FO y=40,6+71% 0,92 112

Klasyczny 
z preinkubacją

-F y=24,5+51,l% 0,87 76
FA 7=33,5+101,4% 0,98 135
FB 7=41,4+144,1% 0,97 185
FO 7=29,7+178,3% 0,92 208

W modyfikacji 
Kado

-F 7=24,1+364,5% 0,93 389
FA 7=36,1+300,3% 0,97 336
FB 7=40,3+319,4% 0,96 359
FO 7=45,5+266% 0,94 311

YG1041

Klasyczny
-F 7=155,4+936% 0,83 1091
FA 7=201,7+1042,4% 0,85 1244
FB 7=235,8+931,4% 0,74 1167
FO y=215+1715% 0,80 1930

Klasyczny 
z preinkubacją

-F 7=175+1951,2% 0,94 2126
FA 7=235+2525% 0,83 2760
FB 7=280+2666,9% 0,91 2947
FO 7=209,3+2478% 0,89 2687

W modyfikacji 
Kado

-F 7=137,9+940,5% 0,91 1078
FA 7=172,8+3709,9% 0,87 3883
FB 7=162,3+2330,9% 0,89 2493
FO 7=219,3+1182,9% 0,94 1402

6.4.5. Wyniki testów z udziałem próbki pyłów (5) 
pobranej wiosną na ul. Norwida

Salmonella typhimurium TA98
We wszystkich testach z udziałem próbki powietrza pobranej wiosną na szczepie 

TA98 nie stwierdzono efektu toksycznego na krzywych dawka-odpowiedź. Współ­
czynniki MR uzyskane w tych testach były większe niż otrzymane w badaniach 
z udziałem próbki 1 pobranej w lecie na ul. Strachocińskiej oraz mniejsze w porów­
naniu do uzyskanych dla próbki 2 pobranej w lecie na pl. Grunwaldzkim.

W teście klasycznym (rys. 114) największe współczynniki MR uzyskano w bada­
niach z frakcją FB (MR = 7,21 i 4,52) i FO (MR = 6,53 i 4,11) w stężeniach ekstraktu 
zanieczyszczeń pochodzących z 50 m3 i 25 m3 powietrza. W pozostałych stężeniach 
MR uzyskane w testach bez frakcji i z jej udziałem były zbliżone. Stężenie progowe
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ekstraktu powietrza we wszystkich testach wynosiło 6,25 m3/płytkę. Mutagenność (M) 
była mała i zawierała się w granicy od 26 rew./m3 do 47 rew./m3 (tab. 22).

1 2 3 4 5 6 7 8 91011

napowietrza na płytkę

Rys. 115. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście preinkubacyjnym próbki 5

W przypadku testu z preinkubacją (rys. 115) największe współczynniki MR uzy­
skano w badaniach z frakcją FB (MR = 2,78 przy 50 m3/płytkę). Stężenie ekstraktu 
zanieczyszczeń powietrza wywołujące efekt mutagenny wynosiło 6,25 m3/płytkę 
w testach z frakcją FB i F0, 12,5 m3/płytkę w obecności frakcji FA i 25 m3/płytkę 
w badaniach bez frakcji. Mutagenność (M) mieściła się w granicy od 34 rew./m3 do 
52 rew./m3 (tab. 22).

W teście Kado (rys. 116), w stężeniu ekstraktu zanieczyszczeń pyłowych pocho­
dzących z 5 m3 powietrza, największą wartość MR (2,8) uzyskano w badaniach bez 
frakcji. Stężenie progowe ekstraktu zanieczyszczeń powietrza wynosiło 25 m3/płytkę

Salmonella typhimurium TA98

napowietrza na płytkę

1-50 m3

2- 25 m3

3- 12,5 m3

4- 6,25 m3

5- 3,125 m3

3 
6-1,56 m
7- 0,73 m3

3
8- 0,39 m

3
9- 0,195 m

3
10- 0,097 m

3
11- 0,049 m

Rys. 114. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście klasycznym próbki 5

Salmonella typhimurium
1-50 m 3

3
2- 25 m
3- 12,5 m3

4- 6,25 m 3

5- 3,125 m3

6- 1,56 m3

7- 0,78 m 3

8- 0,39 m3

9- 0,195 m3

10- 0,097 m3

1 1- 0,049 m3 



152 Katarzyna Piekarska

w badaniach bez frakcji i z frakcją FB i FO. W teście przeprowadzonym z frakcją FA 
stężenie to równe było 5 m3/płytkę. Liczba rewertantów indukowanych przez 1 m3 
powietrza również była mała i wynosiła od 28 do 53 (tab. 22).

Salmonella typhimurium TA98 
Test w modyfikacji Kado

3.» 4 Próbka nr 5

I II III IV V VI VII
napowietrza na płytkę

Rys. 116. Współczynniki MR dla szczepu TA98 uzyskane w teście w modyfikacji Kado próbki 5

Salmonella typhimurium YG1041
W testach prowadzanych metodą klasyczną i z preinkubacją na szczepie YG1041 

stwierdzono efekty toksyczne na krzywych dawka-odpowiedź. Liczba rewertantów 
indukowana przez 1 m3 powietrza w większości testów była zbliżona do liczby re­
wertantów powstających w sposób spontaniczny. Jedynie w pięciu testach (klasyczny 
bez frakcji i z frakcją FB, w modyfikacji Kado bez frakcji oraz z frakcją FB i FO) 
otrzymano większą mutagenność (M) (tab. 22). W przypadku badań testem klasycz­
nym z udziałem tego szczepu otrzymano większe współczynniki MR niż w testach 
prowadzonych na próbkach pobranych latem (1 i 2).

W teście klasycznym (rys. 117) wynik dodatni uzyskano po wprowadzeniu na 
płytkę ekstraktu zanieczyszczeń pochodzących z 0,78 m3 powietrza w badaniach bez 
udziału frakcji i z frakcją FB, z 3,125 m3 powietrza w teście z udziałem frakcji FO 
oraz z 6,25 m3 powietrza w badaniach z frakcją FA. Uzyskano największe MR 
(24,15 przy 12,5 m3/płytkę) w teście z udziałem frakcji FB. Liczba rewertantów in­
dukowanych przez 1 m3 powietrza we wszystkich testach wahała się od 188 do 430 
(tab. 22).

W teście preinkubacyjnym (rys. 118) uzyskano największe MR (7,62 przy 
12,5 m3/płytkę) w badaniach bez aktywacji metabolicznej. Zanieczyszczenia pochodzące 
z 1,56 m3 powietrza wywołały efekt mutagenny w badaniach bez frakcji, a z 3,125 m3 
powietrza w badaniach z aktywacją metaboliczną. Mutagenność (M) mieściła się 
w granicy 248-285 rew./m3 (tab. 22).
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W przypadku testu w modyfikacji Kado (rys. 119) uzyskano największe liczby re­
wertantów w badaniach z frakcjami FB (MR = 4,15 przy 5 m3/płytkę) i FO (MR = 3,68 
przy 5 m3/płytkę). Wynik dodatni testu otrzymano w badaniach z frakcją FB w stęże­
niu ekstraktu wynoszącym 0,625 m3 powietrza na płytkę, a w stężeniu 1,26 m3/płytkę 
w pozostałych badaniach. Mutagenność (Mj mieściła się w granicy 327-468 rew./m3 
(tab. 22).

Salmonella typhimunum YG1041 
Test klasyczny

3
1- 50 m

3
2- 25 m

3
3- 12,5 m

3
4- 6,25 m

3
5- 3,125 m

3
6- 1,56 m

3
7- 0,78 m

3
8- 0,39 m

3
9- 0,195 m

3
10- 0,097 m

3
11- 0,049 m

Rys. 117. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście klasycznym próbki 5

Salmonella typhimurium YG1041 
Test klasyczny z preinkubacją

3
1- 50 m

3
2- 25 m

3
3- 1 2,5 m

3
4- 6,25 m

3
5- 3,1 25 m

3
6- 1 ,56 m

3
7- 0,78 m

3
8- 0,39 m

3
9- 0,1 95 m

10- 0,097 m3

3
1 1- 0,049 m

Rys. 118. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście preinkubacyjnym próbki 5
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Salmonella typhimurium YG1041 
Test w modyfikacji Kado

I- 5 m3

3
II- 2,5 m

III-1,26 m3

IV- 0,625 m3

V- 0,3125 m3

3
VI- 0,156 m 

3
VII- 0,078 m

napowietrza na płytkę

Rys. 119. Współczynniki MR dla szczepu YG1041 uzyskane w teście w modyfikacji Kado próbki 5

Tabela 22. Mutagenność (M) otrzymana dla poszczególnych testów przeprowadzonych dla ekstraktu próbki 5

Szczep
Rodzaj testu Obecność 

frakcji S9
Równanie prostej 

regresji R2
Mutagenność (M) 

rew./m3

TA98

Klasyczny
-F y=20,7+5,1% 0,85 26
FA y=29,1+6,9% 0,89 36
FB y=27+6,8% 0,92 34
F0 y=34,2+12,6% 0,93 47

Klasyczny 
z preinkubacją

-F y=29,9+3,8% 0,87 34
FA y=32,5+6,3% 0,86 39
FB y=34+18,2% 0,96 52
F0 y=39,2+9,5% 0,93 49

W modyfikacji 
Kado

-F y=26,1+9,8% 0,85 36
FA y=26,4+2% 0,86 28
FB y=28,7+21,5% 0,99 50
F0 y=29,9+23,3% 0,98 53

YG1041

Klasyczny
-F y=l 16,7+313,4% 0,99 430
FA y=139,1+48,6% 0,89 188
FB y= 128,1+249,2% 0,98 377
F0 y= 155,3+59,3% 0,98 214

Klasyczny 
z preinkubacją

-F y= 141,3+107,2% 0,93 248
FA y= 185,7+96,6% 0,99 282
FB y=l 87,2+88,3% 0,97 275
FO y=200,9+83,7% 0,91 285

W modyfikacji 
Kado

-F y=l 34,4+222,2% 0,98 357
FA y= 163,9+162,9% 0,91 327
FB y=207,1+261% 0,82 468
FO y= 176+225,6% 0,98 402



7. Dyskusja wyników

Zanieczyszczenie powietrza atmosferycznego jest problemem ogólnoświatowym, 
ponieważ stanowi poważne zagrożenie dla zdrowia ludzi i innych organizmów ży­
wych. Obecne w powietrzu miejskim zanieczyszczenia zawierają wiele różnych lot­
nych i cząsteczkowych substancji organicznych, które wykazują, między innymi, wła­
ściwości mutagenne. Ich ilość i rodzaj jest uzależniony od źródeł emisji, trwałości 
chemicznej i warunków atmosferycznych [98, 140, 188], Badania epidemiologiczne 
dostarczyły wielu pozytywnych przykładów korelacji pomiędzy ekspozycją na pył 
zawieszony (PM) a pojawianiem się wielu poważnych skutków zdrowotnych [45], 
Wraz z odkryciem, że mutacje odgrywają rolę w procesach rakotwórczych, zaczęto 
stosować krótkoterminowe testy w badaniach określających potencjał mutagenny prób 
środowiskowych. Aktywność mutagenna jest wstępnym wskaźnikiem narażenia na 
potencjalne kancerogeny i może być pomocna w chemicznej charakterystyce i identy­
fikacji mutagenów oraz określania ich źródeł emisji. Bakteryjny test Salmonella jest 
jednym z najczęściej stosowanych testów krótkoterminowych do oceny mutagennego 
i potencjalnie rakotwórczego oddziaływania złożonych mieszanin związków chemicz­
nych stanowiących zanieczyszczenia powietrza. Wielu badaczy postuluje, aby znalazł 
się on w rutynowym monitoringu zanieczyszczeń atmosfery, stanowiąc system skri- 
ningowy zdolny do wykrycia różnych mutacji na poziomie molekularnym [37].

Ten ważny problem ekologiczny i jego aspekt utylitarny stał się powodem do 
podjęcia badań, których przedmiotem było przeprowadzenie wielu testów Sal­
monella różniących się protokołem wykonania, na jednym materiale badawczym, 
w celu wytypowania procedury pozwalającej wykrywać z dużą czułością obec­
ność mutagennych zanieczyszczeń powietrza atmosferycznego. Modyfikacja kla­
sycznej procedury testu dotyczyła doboru induktora frakcji mikrosomalnej, 
określenia optymalnego stężenia i składu frakcji stosowanej w teście, określenia 
optymalnego czasu kontaktu bakterii testowych z badaną próbką (preinkubacji) 
oraz ustalenia optymalnego składu mieszaniny reakcyjnej. Zwiększenie czułości 
testu jest niezwykle ważne, wykrycie bowiem aktywności mutagennej organicz­
nych zanieczyszczeń powietrza wymaga pobierania próbek w ilościach znacznie 
większych niż w przypadku analiz fizykochemicznych, co stanowi utrudnienie 
w wprowadzeniu testu do rutynowego monitoringu zanieczyszczeń powietrza.
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Badania efektu mutagennego organicznych ekstraktów pyłów zawieszonych 
w powietrzu przeprowadzano w różnych miastach na świecie [37]. W Polsce badania 
genotoksyczności zanieczyszczeń prowadzono przede wszystkim na obszarze Górne­
go Śląska oraz na terenie Warszawy i Wrocławia. Wrocław zajmuje drugie miejsce, 
po Elektrownii „Turów”, na terenie województwa dolnośląskiego pod względem emi­
sji zanieczyszczeń gazowych i pyłowych [170]. W powietrzu miejskim Wrocławia 
występuje więc duża ilość zanieczyszczeń, dlatego też pyły zawieszone pobrane 
w tym miejscu stanowią dobry materiał badawczy.

W pierwszym etapie pracy dokonano poboru próbek pyłów zawieszonych ich ekstrak­
cji i określenia zawartości WWA i nitropochodnych WWA w otrzymanych ekstraktach.

Uzyskane ilości pyłów zawieszonych na wszystkich badanych stanowiskach 
przekraczały ilości oznaczane przez Wojewódzki Inspektorat Ochrony Środowiska 
i Wojewódzką Stację Sanitarno-Epidemiologiczną w innych punktach Wrocławia 
[170]. Stężenia frakcji PM10 pyłu zawieszonego we Wrocławiu były duże i wyka­
zywały zmienność sezonową. W próbkach pobranych w okresie zimowym stwier­
dzono ok. 2-krotnie więcej pyłów w porównaniu do próbek pobieranych w okresie 
letnim, z wyjątkiem próbek pobranych na Starym Mieście. W przypadku tego stano­
wiska ilości pyłów pobrane zimą były niewiele większe od pobranych latem. Stężenia 
pyłów mieściły się w granicach od 38,33 [tg/rn3 (nr 2) do 138,93 pg/m3 (nr 3). 
W próbkach pobranych zimą wartości te wynosiły od 57,8 pg/m3 (Stare Miasto) do 
138,9 pg/m3 (nr 3), w próbkach pobranych latem od 38,33 pg/m3 (nr 2) do 57,17 pg/m3 
(nr 1), a w ekstrakcie wiosennym 46,99 pg/m3 (nr 5). Dopuszczalne wartości stężeń 
dla okresu 24-godzinnego wynoszą w Polsce 125 pg/m3, w Unii Europejskiej 50 pg/m3, 
a według US EPA 150 pg/m3 [98, 178, 213]. Podobne ilości pyłów podają inni auto­
rzy. Otrzymana ilość pyłu frakcji PM10 była zbliżona do wartości zmierzonych 
w okresach wiosenno-letnich i jesienno-zimowych w różnych miastach europejskich 
(Czechy, Włochy, Belgia, Polska) [16, 20, 26, 30, 32, 50, 60, 92, 141], Z kolei uzyska­
ne ilości substancji smołowych mieściły się w granicach od 7,56 pg/m3 (Stare Miasto, la­
to) do 145,15 pg/m3 (nr 3). Stwierdzone sezonowe różnice pomiędzy zawartością py­
łów i ekstraktów smołowych pokrywają się także z doniesieniami literaturowymi. 
Różnice te wynikają przede wszystkim ze zwiększonej emisji pyłów w okresie zimo­
wym na terenie aglomeracji miejskich, pochodzących z procesów spalania na cele 
grzewcze. Także ważnym czynnikiem decydującym o poziomie mutagenności pyłów 
jest temperatura. Stwierdzono, iż mutagenność jest odwrotnie powiązana z temperatu­
rą otoczenia i osiąga maksymalne wartości w zimowych warunkach [37, 179], Jest to 
związane ze zwiększoną inwersją atmosferyczną, która utrzymuje zanieczyszczenia 
blisko powierzchni ziemi, co powoduje zwiększenie osadzania się substancji muta­
gennych na cząstkach pyłu w miesiącach zimowych. W okresie zimowym dochodzi 
także do zmian w procesach chemicznych zachodzących w atmosferze spowodowa­
nych zmianami w ilości ozonu i NO.V [11, 37, 45, 98, 134], Wykazano, że w miarę 
wzrostu zawartości NO2 w powietrzu, zwiększa się zawartość nitrowych pochodnych 
WWA, uznawanych za kancerogeny [147].
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W pobranych próbkach zbadano poziomy stężeń, najczęściej występujących w po­
wietrzu atmosferycznym, dwunastu WWA i ośmiu nitrowych pochodnych WWA. Ak­
tywność rakotwórczą wykazują szczególnie węglowodory poliaromatyczne, zawiera­
jące od 3 do 6 skondensowanych pierścieni, zaadsorbowane na cząstkach pyłu. Z kolei 
lotne WWA, takie jak: antracen, fenantren, fłuoren, fluoranten czy też piren są rów­
nież obecne w powietrzu w fazie gazowej [193]. O wysokim stopniu toksyczności 
i kancerogenności WWA świadczy fakt, że dopuszczalne stężenia poszczególnych 
związków w powietrzu atmosferycznym wyrażane są w ng/m3 oraz to, iż WHO nie 
ustanowiło dla nich wartości sumarycznego stężenia zalecanego w powietrzu atmosfe­
rycznym [98], Nitrowe pochodne WWA również wykazują działanie mutagenne i ra­
kotwórcze. Niektóre nitroWWA mogą tworzyć się podczas procesów spalania. Są one 
obecne między innymi w ekstraktach z cząstek spalin Diesla (np. nitrofluoren, nitro- 
antracen, nitrofluoranten, nitrobenzo[a]piren). Jednak większość z nich powstaje 
w atmosferze w wyniku reakcji WWA w fazie gazowej. Transformacja WWA w nitro- 
WWA jest reakcją nieodwracalną. WWA znajdujące się w fazie gazowej reagują 
z występującymi w powietrzu hydroksylowymi i azotanowymi rodnikami. W ten spo­
sób powstaje wiele różnorodnych związków pochodnych, między innymi nitro- 
WWA. Mimo iż nitroWWA występują w mniejszych stężeniach w porównaniu do 
niepodstawionych węglowodorów aromatycznych, to cechuje je duża trwałość w fazie 
stałej i większa mutagenność (2-105 razy) oraz kancerogenność (10 razy), niektórych 
z nich, w porównaniu z WWA. Nitrowe pochodne WWA powinny więc być uwzględ­
niane podczas dokonywania oceny ryzyka związanego z zanieczyszczeniami powie­
trza. Jednak małe ich stężenia w tym środowisku nastręczają problemy analityczne [7, 
9, 76, 79, 129, 173, 219].

Udział poszczególnych WWA i ich nitrowych pochodnych zależał zarówno 
od miejsca, jak i od sezonu poboru próbki. Suma wykrytych w ekstraktach WWA 
wahała się w zakresie od 2,342 ng/m3 (nr 1) do 44,192 ng/m3 (nr 3). Z kolei suma 
nitrowych pochodnych w granicach od 0,29 ng/m3 (nr 2) do 7,05 ng/m3 (nr 3). 
Stwierdzono wyraźną sezonową zmienność stężeń badanych związków. Największe 
stężenia WWA i ich nitrowych pochodnych odnotowano w okresie zimowym (sezon 
grzewczy). Przyrost ten był szczególnie wysoki na obrzeżu miasta (ul. Strachociń- 
ska) i w obrębie Starego Miasta. Mogłoby to świadczyć o większym zużyciu węgla 
kamiennego lub drewna do celów grzewczych w paleniskach domowych. Zarówno 
sumaryczna zawartość WWA w badanych próbach, jak i też ich profil był 
zgodny z doniesieniami literaturowymi dotyczącymi innych miast europejskich 
[16, 20, 26, 49, 193]. Ekstrakty pyłowych zanieczyszczeń powietrza charakteryzo­
wały się bowiem dużym procentowym udziałem WWA o małym ciężarze cząstecz­
kowym (fenantren, antracen, fluoranten, piren). Z kolei stężenie cięższych WWA, za­
wierających od 5 do 6 pierścieni aromatycznych, było dużo mniejsze. Wśród obecnych 
w próbkach WWA były trzy (benzo[a]antracen, benzo[a]piren, dibenzo[a,h]antracen) 
klasyfikowane przez IARC do grupy 2A (prawdopodobnie rakotwórcze dla ludzi) 
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oraz trzy (beno[b]fluoranten, benzo[k]fluoranten], indeno[l,2,3-c,d]piren) zaklasyfi­
kowane do grupy 2B (przypuszczalnie rakotwórcze dla ludzi).

Na wszystkich badanych stanowiskach stwierdzono występowanie dużych stężeń 
benzo(a)pirenu (10-22% sumy WWA), który należy do najbardziej mutagennych 
WWA. Dla tego związku wartość względna współczynnika kancerogenności (k) zo­
stała przyjęta za 1 [150]. W wielu pracach B[a]P traktowany jest jako związek wskaź­
nikowy narażenia na WWA, ze względu na jego silne działanie kancerogenne i dużą 
korelację ze stężeniem innych WWA obecnych w ekstraktach zanieczyszczeń powie­
trza [49], Stwierdzone średnie ilości benzo[a]pirenu, w zależności od pory roku i sta­
nowiska, wahały się w granicach od 6,14 ng/m3 (7,98-2,65) w zimie do 0,57 ng/m3 
(0,765-0,438) w lecie. Natomiast wiosną oznaczono jego zawartość na poziomie 
1,87 ng/m3. Wartość odniesienia dla B[a]P dla okresu 1 godziny wynosi w Polsce 
12 ng/m3, dla doby 5 ng/m3, natomiast dla roku kalendarzowego 1 ng/m3 [98], Stęże­
nia B[a]P otrzymane w badaniach mieściły się w górnych granicach stężeń uzyskiwa­
nych w miastach Europejskich [49]. Podobne jego ilości oznaczano w miastach cze­
skich [16, 30] i belgijskich [20]. Duże stężenia tego węglowodoru badacze zwykle 
odnotowują w okresach zimowych. Większe stężenia tego węglowodoru, rzędu kilku­
dziesięciu ng/m3, odnotowywano w Polsce na Górnym Śląsku [141, 193]. W próbach 
obecne były także, w mniejszych stężeniach, odznaczający się większą siłą działania 
kancerogennego dibenzo[a,h]antracen (k = 5) oraz mniejszą benzo[g,h,i]perylen (k = 
0,01). Ten ostatni uznawany jest za wskaźnik narażenia na węglowodory aromatyczne 
emitowane z silników wysokoprężnych [118],

W badanych ekstraktach pyłów suma stężeń nitrowych pochodnych WWA za­
wierała się w granicach od 7,05 ng/m3 (nr 3) do 0,29 ng/m3 (nr 2). Najbardziej bo­
gaty profil tych związków uzyskano w próbkach pobranych zimą i wiosną. Nato­
miast w próbce 2, pobranej latem na pl. Grunwaldzkim, stwierdzono występowanie 
tylko jednej nitrowej pochodnej WWA-2-nitrofluorenu. W ekstraktach nie stwier­
dzono występowania badanych dinitropochodnychWWA w granicach ich ozna- 
czalności. Stwierdzono natomiast występowanie mononitropochodnych-WWA, 
wśród których obecne były należące do grupy 2B 2-nitrofluoren i 1-nitopiren [129]. 
2-nitrofluoren występował we wszystkich badanych próbkach, natomiast obecność 
1-nitropirenu stwierdzono tylko w próbkach pobranych zimą i wiosną. W ekstraktach 
zimowych i wiosennych stwierdzono także obecność 3-nitrofluorantenu. 1-nitropiren 
i 3-nitrofIuoranten są charakterystycznymi produktami spalania paliwa w silniku 
Diesla. Związki te nie są obserwowane w żadnych innych reakcjach zachodzących 
w fazie gazowej [219]. Większość badaczy koncentruje się na badaniu obecności ni- 
troWWA w spalinach silników wysokoprężnych. Niewiele jest doniesień literaturo­
wych dotyczących analizy zawartości nitrowych pochodnych WWA w powietrzu at­
mosferycznym. Badania prowadzono, między innymi, w Birmingham (Wielka 
Brytania), w Damaszku (Syria), w Kanazawa (Japonia), w Sosnowcu (Polska) i w in­
nych rejonach Górnego Śląska [73, 129, 203, 219]. Stężenia 1-nitropirenu otrzyma­
ne w powietrzu Wrocławia były zbliżone do tych oznaczonych w Birmingham 
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i Damaszku (0,019 ng/m3-0,387 ng/m3), oraz były mniejsze od otrzymanych w So­
snowcu (0,68 ng/m3-l,81 ng/m3) [129, 219].

W tabeli 23 przedstawiono współczynniki korelacji pomiędzy uzyskanymi w bada­
niach masami pyłów i masami substancji smołowych a stężeniami WWA i nitroWWA. 
Do obliczeń wybrano sumę stężeń WWA i nitroWWA uzyskanych na poszczególnych 
stanowiskach oraz stężenia wybranych węglowodorów i ich nitrowych pochodnych. 
Przy wyborze kierowano się siłą działania mutagennego węglowodorów, ich charakte­
rem wskaźnikowym i obecnością w badanych próbkach. Stwierdzono większą za­
leżność pomiędzy stężeniem pyłu zawieszonego a stężeniami WWA i nitroWWA, 
w porównaniu do zależności pomiędzy tymi parametrami a uzyskanymi masami 
substancji smołowych. Współczynniki korelacji w tych analizach były duże i zawie­
rały się pomiędzy 0,464 (B[g,h,i]P) a 0,857 (suma nitroWWA). Z kolei z uzyskaną 
masą substancji smołowych w próbkach najlepiej korelowała zawartość B[a]A (r = 
0,464), a najgorzej zawartość B[g,h,i]P (r = 0,0358).

Tabela 23. Korelacje pomiędzy stężeniem pyłów [pg/m3] i substancji smołowych [pg/m3] 
w badanych próbkach a zawartością WWA [ng/m3] i nitroWWA [ng/m3]

Badany parametr
Masa pyłów Masa substancji smołowych

Współczynnik korelacji porządku rang Spearmana (poziom p)
B[a]P 0,786 (0,036) 0,250 (0,589)
B[a]A 0,750 (0,052) 0,464 (0,294)

D[a,h]A 0,750 (0,052) 0,250 (0,589)
B[g,h,i]P 0,464 (0,294) 0,0358 (0,939)

2-nitrofluoren 0,679 (0,094) 0,214 (0,645)
Suma WWA 0,750 (0,052) 0,464 (0,294)

Suma nitroWWA 0,857 (0,014) 0,214 (0,645)

Należy jednak zdać sobie sprawę z tego, że badane ekstrakty pyłowych zanie­
czyszczeń powietrza mogą być mieszaniną ponad 500 związków chemicznych. Takie 
złożone mieszaniny substancji podlegają różnym interakcją, co może prowadzić do 
zwiększenia lub zmniejszenia ich aktywności mutagennej. Wypadkowa aktywność 
jest bowiem efektem synergizmu i antagonizmu poszczególnych substancji występu­
jących w mieszaninie. Ze względu na złożony skład chemiczny pyłowych zanie­
czyszczeń powietrza wykrycie i identyfikacja poszczególnych związków, a co za 
tym idzie określenie substancji odpowiedzialnych za mutagenność ekstraktów 
próbek powietrza jest niezwykle trudna. Wobec tego bardziej przydatna od che­
micznej analizy poszczególnych związków jest ocena genotoksyczności wszystkich 
zanieczyszczeń obecnych w badanych próbkach [140, 147, 193].

Badania mutagenności organicznych ekstraktów pyłowych zanieczyszczeń powie­
trza testem Salmonella podzielono na dwie części. W pierwszej części przeprowadzo­
no 8 rodzajów testów różniących się protokołem badawczym na dwóch próbkach po­
branych w lecie i w zimie na jednym stanowisku (Stare Miasto). W badaniach tych 
stosowano cztery szczepy testowe TA98, TA100, YG1041 i YG1042. Szczep TA98
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jest powszechnie używany do badania mutagenności związków zaadsorbowanych na 
cząstkach pyłów. Wykrywa mutageny typu zmiany fazy odczytu. Z kolei szczep 
TA100 ulega rewersji powrotnej pod wpływem mutagenów typu podstawienia pary 
zasad. Oprócz szczepów standardowych zastosowano ich pochodne, YG1041 (TA98) 
i YG1042 (TA100), wrażliwe na działanie nitrowych związków aromatycznych dzięki 
wyższym, w porównaniu z fizjologicznym, poziomom dwóch enzymów nitroredukta- 
zy i O-acetylotransferazy. Testy przeprowadzano także z udziałem dwóch rodzajów 
frakcji mikrosomalnej: FA - indukowanej Aroclorem 1254 i FB - indukowanej feno­
barbitalem. Celem tego etapu było wytypowanie procedury, która zwiększyłaby czu­
łość testu na obecne w powietrzu zanieczyszczenia i obniżyła koszty jego wykonania. 
Z kolei druga część badań miała na celu weryfikację wybranych procedur i szczepów 
testowych na dodatkowych pięciu próbkach pobranych w trzech innych punktach mia­
sta. W tym etapie badań zastosowano również frakcję F0 - nie poddaną uprzedniej 
indukcji, zawierającej naturalny poziom enzymów mikrosomalnych.

Badania rozpoczęto od określenia optymalnego stężenia frakcji mikrosomalnych 
S9, które miały być stosowane w dalszych testach. Ekstrakty pyłów zawieszonych są 
złożoną mieszaniną związków chemicznych różniących się składem ilościowym i ja­
kościowym. Z tego względu zaproponowano sposób dobierania optymalnego stę­
żenia S9 w S9-mix na podstawie jednego wytypowanego stężenia ekstraktu bada­
nej próbki. W tym celu przeprowadzono badania pilotowe [108] ekstraktów 
w obecności 4% (v/v) zawartości S9 w S9-mix. Wybrano takie stężenie ekstraktów 
zanieczyszczeń powietrza na płytkę, które dawało efekt mutagenny, ale nie powodo­
wało jeszcze efektów toksycznych. Następnie wykonano na tym stężeniu zanieczysz­
czeń test klasyczny i test w modyfikacji Kado, z zastosowaniem szerokiego spektrum 
stężeń badanej frakcji mikrosomalnej. W ten sposób wybrano do dalszych badań naj­
bardziej optymalne stężenia frakcji FA i FB. Oryginalna metoda zaleca stosowanie 4% 
lub 10% stężenia S9 w S9-mix lub dobór stężenia frakcji mikrosomalnej wobec wy­
branego mutagenu diagnostycznego [131]. Niektóre laboratoria, w doborze stężenia 
frakcji, stosują najpierw małe stężenia S9, a w przypadku wyniku negatywnego po­
wtarzają testy na dużym jego stężeniu lub przeprowadzają testy od razu na wysokim 
stężeniu frakcji [143]. W wyniku przeprowadzonych badań, tak jak się spodziewano, 
uzyskano różne optymalne stężenia frakcji konieczne do przeprowadzenia promutage- 
nów w mutageny bezpośrednie. W przypadku szczepów serii YG wymagane było du­
żo mniejsze stężenie frakcji FA, zarówno w teście klasycznym, jak i w teście w mody­
fikacji Kado, w porównaniu do badań ze szczepami serii TA. W przypadku badań 
z frakcją FB w większości testów było podobnie. Maksymalne współczynniki MR 
uzyskiwano najczęściej w stężeniu frakcji wynoszącym 3% (szczepy serii YG) oraz 
6% i 9% (szczepy serii TA). Stwierdzono także, dla badanych ekstraktów, koniecz­
ność wprowadzania do testów większych stężeń frakcji FB niż FA. Jednocześnie pro­
wadzono badania zależności współczynnika MR od stężenia frakcji FA i FB dla muta­
genów diagnostycznych. W badaniach zastosowano 2AF dla szczepów serii TA i dla 
szczepu YG1041 oraz 2AA dla szczepu YG1042 w stężeniu 0,125 pg/płytkę [65, 205, 
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206], Wyznaczone optymalne stężenia frakcji FA dla próbki pobranej zimą i latem 
pokrywały się z optymalnym stężeniem wyznaczonym dla wybranych mutagenów 
diagnostycznych. Inaczej było w przypadku frakcji FB. Wyniki te sugerują potrzebę 
każdorazowego doboru optymalnego stężenia frakcji wobec próbki środowisko­
wej, zwłaszcza w przypadku frakcji indukowanej fenobarbitalem, a nie wobec 
mutagenu standardowego, jak zalecane jest to w procedurze klasycznej [131]. Za 
takim podejściem do zagadnienia przemawiają wyniki licznych prac prowadzonych na 
czystych związkach chemicznych pokazujące zróżnicowaną wrażliwość szczepów na 
poszczególne substancje mutagenne i ich stężenia [65, 99, 155].

Następnie przeprowadzono testy różniące się protokołem badawczym na szerokim 
zakresie stężeń zanieczyszczeń powietrza pobranych w okresie letnim i zimowym na 
Starym Mieście. W badaniach tych zwrócono uwagę na:

• przydatność frakcji mikrosomalnej indukowanej fenobarbitalem (FB) w porów­
naniu do powszechnie stosowanej frakcji indukowanej Aroclorem 1254 (FA),

• określenie wpływu preinkubacji na wielkość odpowiedzi mutagennej ze strony 
szczepów testowych,

• ustalenie optymalnego składu mieszaniny reakcyjnej.
We wszystkich testach największe wartości współczynnika mutagenności (MR) 

i mutagenność (M) uzyskano dla próbki pobranej w okresie zimowym. Taką samą 
zmienność sezonową obserwuje się w innych krajach. Mutagenność pyłów zanie­
czyszczających powietrze wzrasta w sezonie grzewczym i zmniejsza się w lecie [30, 
140, 222], Mutageny zawarte w ekstraktach pyłów zawieszonych wywoływały 
większą odpowiedź ze strony szczepów TA98 i YG1041, w porównaniu do szcze­
pów TA100 i YG1042, co oznacza, że były to przede wszystkim związki wywołu­
jące mutacje typu zmiany fazy odczytu. W badanym zakresie stężeń ekstraktów za­
nieczyszczeń wprowadzanych na płytkę (100 m3/płytkę-0,195 m3/płytkę) uzyskano 
efekt toksyczny na krzywej dawka-odpowiedź jedynie w przypadku szczepów serii 
YG. Taki przebieg krzywej w pełni ilustruje biologiczny efekt działania zanieczysz­
czeń obecnych w próbce w zależności od ich stężenia.

W testach wykonywanych zgodnie z procedurą klasyczną najmniejsze stężenie 
ekstraktów zanieczyszczeń wywołujące efekt mutagenny uzyskano w badaniach 
z udziałem szczepu YG1041. Pochodziło ono dla próbki pobranej zimą z 0,097m3 
powietrza we wszystkich testach (-F, FA, FB) oraz z 0,195 m3 (-F), 1,56 m3 (FA) 
i 0,39 m3 (FB) w przypadku próbki pobranej latem. We wszystkich testach ze szcze­
pem TA98 stężenie progowe dla zanieczyszczeń obecnych w próbce zimowej wyno­
siło 1,56 m3, natomiast w próbce letniej 12,5 m3. Największe stężenie ekstraktu po­
wietrza działające mutagennie uzyskano w badaniach ze szczepem TA100 (w zimie 
3,125 m3-25 m3, w lecie 50 m3-100 m3). W przypadku badań próbki pobranej zimą 
ze szczepami serii TA największe współczynniki MR uzyskano w badaniach bez 
frakcji (-F). Z kolei dla próbki pobranej latem w badaniach w obecności frakcji mi- 
krosomalnych. Można więc stwierdzić, że ekstrakt zimowy zawierał większą 
liczbę mutagenów bezpośrednich typu zmiany fazy odczytu i podstawienia pary 
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zasad, a ekstrakt letni mutagenów pośrednich (np. niepodstawionych WWA). 
W piśmiennictwie możemy znaleźć przykłady podobnych wyników, w których ak­
tywność mutagenna pyłów pobranych w lecie, badana w obecności tych szczepów, 
wzrastała po dodaniu mieszaniny S9 [16, 140, 144]. Istnieją jednak takie badania, 
w których aktywacja za pomocą enzymów mikrosomalnych powodowała wzrost od­
powiedzi mutagennej w stosunku do próbek pobranych zimą oraz zmniejszenie mu­
tagenności ekstraktów próbek pobranych w lecie [30, 49, 140], W przypadku szczepów 
serii YG, dla których otrzymano pełny obraz biologicznego działania zanieczysz­
czeń oraz przesunięcie maksymalnych wartości współczynników MR i progów wy­
krywalności substancji mutagennych w kierunku mniejszych stężeń badanych ekstrak­
tów otrzymano inne wyniki. Dla szczepu YG1041, dla mniejszych stężeń ekstraktu 
zimowego, ujawniło się działanie mutagenów pośrednich wykrywanych w obecności 
frakcji FB, natomiast w testach ze szczepem YG1042 współczynniki MR zarówno 
w obecności frakcji FA, jak i FB były zdecydowanie większe w porównaniu do 
współczynników MR uzyskanych bez frakcji. W testach z udziałem próbki pobranej 
latem, badanej szczepem YG1041, również uzyskano duże współczynniki MR w ba­
daniach z frakcją FB, a z udziałem szczepu YG1042 zdecydowanie większe wartości 
MR uzyskano w badaniach bez frakcji (-F). Ekstrakt zimowy zawierał więc dużą 
liczbę mutagenów pośrednich, o charakterze nitrowych związków aromatycz­
nych, typu zmiany fazy odczytu i podstawienia pary zasad, natomiast ekstrakt 
letni duże ilości nitrowych pochodnych WWA oddziałujących zarówno bezpo­
średnio, jak i pośrednio z materiałem genetycznym. Podobne spostrzeżenia można 
znaleźć w innych pracach, w których stwierdzono dodatni wpływ aktywacji meta­
bolicznej w próbkach pobranych w zimie, podczas gdy w próbkach letnich, dodanie 
S9 nie powodowało zwiększenia efektu mutagennego pyłów zawieszonych [43, 
141,222],

Wyniki badań przedstawiono również w postaci mutagenności (M), czyli liczby 
rewertantów indukowanych przez 1 m3 badanego powietrza. Pewna część badaczy 
stosuje ten sposób prezentacji wyników, który zakłada, że efekt mutagenny wyraża­
ny jako liczba kolonii rewertantów, dla małych dawek badanych substancji lub ich 
mieszanin, jest w przybliżeniu liniowy. W przypadku takiej prezentacji wyników 
szczepy serii TA dawały większą odpowiedź mutagenną w obecności frakcji FA 
i FB, zarówno dla próbki pobranej zimą, jak i latem, w porównaniu do badań bez akty­
wacji metabolicznej. Takie same wyniki otrzymano dla ekstraktu próbki pobranej zimą 
w obecności szczepów serii YG. Natomiast zanieczyszczenia pobrane latem odzna­
czały się większą aktywnością mutagenną w badaniach z frakcją FB i bez frakcji 
w obecności szczepu YG1041 oraz bardzo zbliżoną mutagennością we wszystkich 
badaniach ze szczepem YG1042 (tab. 24). Niektórzy badacze prezentują wyniki te­
stu Salmonella w postaci mutagenności, porównując je z wynikami uzyskanymi 
przez innych autorów. Najczęściej dotyczą one badań prowadzonych z udziałem 
szczepu TA98, rzadziej TA100 i YG1041. W pracy przeglądowej Claxton i inni [37] 
zebrano wyniki badań prowadzonych na różnych kontynentach z zastosowaniem 
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szczepu TA98. Największą liczbę rewertantów otrzymano w badaniach prowadzo­
nych w Ameryce Łacińskiej (1-779 rew./m3) i w Azji (5-640 rew./m3). Najmniejszą 
liczbę rewertantów wykryto na terenie USA - od 5 do 200 rew./m3 powietrza. W bada­
niach na terenie Europy, w Czechach, zanotowano od 2 do 107 rew./m3 w zimie i od 2 
do 23 rew./m3 w lecie. Natomiast w Niemczech na terenach gęsto zaludnionych, 
o dużym natężeniu ruchu i uprzemysłowieniu, zanotowano powyżej 100 rew./m3 po­
wietrza [30]. W tabeli 24 przedstawiono wyniki uzyskane w niniejszej pracy i w niektó­
rych miastach na świecie [16, 30, 49, 141]. W porównaniu do tych danych na terenie 
Wrocławia otrzymano większą liczbę rewertantów w 1 m3 powietrza. Jednak należy 
pamiętać, że przy takim sposobie analizy wyników należy wziąć pod uwagę region, 
w którym były prowadzone badania (warunki meteorologiczne i geograficzne), ich 
zakres i czas trwania. Nie bez znaczenia jest także sposób pobierania próbki i przy­
gotowania jej do testu, sama metoda testu oraz zakres mutacji spontanicznej cha­
rakterystycznej dla danego szczepu oraz wrażliwość stosowanego szczepu na badane 
zanieczyszczenia [37, 141]. Autorzy stosują także różne metody obliczania muta­
genności [14, 113, 130]. Biorąc to wszystko pod uwagę, należy tak zaplanować 
badania pyłowych zanieczyszczeń powietrza testem Salmonella, aby możliwe 
było przedstawienie pełnego biologicznego efektu ich działania w zależności od 
stężenia z podaniem najmniejszego ich stężenia wywołującego efekt mutagen­
ny, a nie jedynie liczby rewertantów indukowanych przez 1 m3 powietrza.

Zazwyczaj każda substancja ulega w organizmie różnym przemianom, w wyniku 
których tworzy się kilka, a nawet kilkanaście metabolitów. Przemiany te mogą pro­
wadzić do detoksykacji, czyli do pozbawienia właściwości toksycznych, lub też do 
aktywacji, w wyniku której dochodzi do powstania aktywnych metabolitów mogą­
cych reagować z materiałem genetycznym, powodując mutacje. Uszkodzenia te, je­
śli nie zostaną naprawione, mogą prowadzić do rozwoju chorób nowotworowych 
[187]. Związki chemiczne występujące w powietrzu atmosferycznym mają zarówno 
naturę mutagenów bezpośrednich (np. nitroWWA czy oksyWWA), jak i pośrednich 
(np. WWA), które wymagają uprzedniej aktywacji metabolicznej. Aby stworzyć 
w teście warunki zbliżone do panujących w organizmie ssaka, co umożliwia przenie­
sienie wyników uzyskanych w teście bakteryjnym na organizm ludzki, wprowadza się 
do niego postmitochondrialny supernatant (określany jako frakcja S9) uzyskiwany 
z wątroby szczura. W składzie S9-mix, oprócz S9, znajduje się glukozo-6-fosforan, 
sole potasu i magnezu i NADP. Ze względu na duży koszt NADP postanowiono 
sprawdzić, jaka będzie aktywność frakcji mikrosomalnej w przekształcaniu substancji 
promutagennych w aktywne mutagenny bez dodatkowego wprowadzania NADP do 
frakcji S9-mix [66, 67]. W pracy zwrócono również uwagę na rodzaj induktora en­
zymów wątrobowych. W celu pozyskania odpowiednio aktywnej frakcji mikroso­
malnej szczurom podaje się związki chemiczne, które zwiększają poziom enzymów 
odpowiedzialnych za aktywację metaboliczną w wątrobie. Najczęściej stosowanym 
induktorem enzymów wątrobowych jest Aroclor 1254 (będący mieszaniną polichlo- 
rowanych bifenyli), który jest silną i trudno rozkładalną trucizną środowiskową.



Tabela 24. Liczba rewertantów w 1 mJ powietrza w różnych miastach na świecie (procedura klasyczna)

Sezon Szczep

Rewertanty/m3
Wrocław 

Stare Miasto
Wrocław 

pl. 
Grunwaldzki

Wrocław 
ul. 

Strachocińska

Polska 
Śląsk 
[141]

Belgia 
[49]

Japonia 
Sapporo 

[133]

Czechy 
Teplice 

Prachatice 
[30]

Czechy 
Praga 
[16]

Tajwan 
Taichung 

City 
[118]

Brazylia 
San Paulo 

[27]

Zima

TA98-F 69 101 97 49 39-55 25 18-24 12-14 25-50 2-4
TA98+FA 83 186 116 99 58-56 28 11-29 22-25 12-21 1-5
TA98+FB 89 120 100
TA100-F 169 61 33 4-13

TA100+FA 197 129 47 10-59
TA100+FB 171
YG1041-F 2169 1091 649 1443-2627 1100-1400

YG1041+FA 2194 1244 946 459-1532 800-1000
YG104I+FB 2765 1167 768
YG1042-F 219

YG1042+FA 896
YG1042+FB 553

Lato

TA98-F 41 144 22 21 24-38 8 2-5 4-6 18-19 12-35
TA98+FA 54 189 26 9 16-27 8 3-5 6-8 11-13 32-36
TA98+FB 48 167 21
TA100-F 111 105 8 5-17

TA100+FA 165 111 11 3-11
TA100+FB 159
YG1041-F 704 126 191 288-735 200-300

YG1041+FA 281 201 185 54-127 100-780
YG1041+FB 728 184 151
YG1042-F 208

YG1042+FA 215
YG1042+FB 194
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Związkiem o porównywalnej aktywności indukcyjnej, zwiększającym aktywność mo- 
nooksgenaz zależnych od cytochromu P-450, jest znacznie mniej toksyczny fenobar- 
bital. Frakcja S-9 uzyskana po indukcji tym związkiem była stosowana jedynie do 
aktywacji czystych związków promutagenów, a nie złożonych mieszanin prób środo­
wiskowych [155]. Ponadto, podczas aktywacji tymi związkami enzymów mikroso- 
malnych, prowadzącej do zwiększenia ich ilości, dochodzi do uaktywnienia różnych 
form cytochromu P-450, a tym samym uzyskania zróżnicowanego poziomu poszcze­
gólnych enzymów we frakcji FA i FB [187].

Brak dodatkowej puli NADP we frakcji mikrosomalnej spowodował wyraźne 
zmniejszenie współczynnika MR, zwłaszcza w przypadku szczepu YG1041. Nie 
wpłynęło to jednak na wygląd krzywych zależności dawka-odpowiedź. W bada­
niach ze szczepem TA98 stężenia progowe, wykrywające obecność zanieczyszczeń 
mutagennych w ekstraktach pobranych w zimie i w lecie, były takie same jak w te­
ście klasycznym. W badaniach z tym szczepem większe współczynniki MR uzyska­
no dla frakcji indukowanej Aroclorem 1254 (FA). W przypadku testów przeprowa­
dzanych z pozostałymi szczepami lepsza okazała się frakcja indukowana 
fenobarbitalem (FB). W obecności szczepu TA100 progi wykrywalności w bada­
niach z frakcją FB przesunęły się w kierunku mniejszych stężeń ekstraktów wpro­
wadzanych na płytkę. Jedynie w badaniach prowadzonych ze szczepami serii YG 
zaobserwowano zwiększenie najmniejszych stężeń powietrza wywołujących efekt 
mutagenny, choć nadal był on wykrywalny. Można więc prowadzić test Salmo­
nella z zastosowaniem szczepów TA98 i TA100 bez udziału kosztownego NADP 
w składzie S9-mix. Z kolei szczepy serii YG, bardziej wrażliwe na obecne w eks­
traktach powietrza zanieczyszczenia oraz mające duży poziom mutacji sponta­
nicznych, wymagają większego stężenia NADP potrzebnego do przekształcania 
dużej ilości zanieczyszczeń w mutageny bezpośrednie. Jednak z ich udziałem 
można również z powodzeniem wykrywać substancje mutagenne testem kla­
sycznym bez wprowadzania dodatkowej puli NADP.

Przypuszczano, że znaczne zwiększenie ilości bakterii w mieszaninie inkubacyj- 
nej spowoduje zwiększenie aktywności enzymów bakteryjnych, co umożliwi prze­
kształcenie promutagenów w aktywne mutageny, bez dodatkowego wprowadzania 
NADP. W teście klasycznym bez dodatku NADP, z 10-krotnie zwiększoną ilością 
bakterii, zauważono, że zwiększenie ilości bakterii bez dodatku tego koenzymu, 
wbrew oczekiwaniom, nie powoduje poprawy czułości testów dla wszystkich bada­
nych szczepów. Zauważono wprawdzie zwiększenie współczynnika MR, szczególnie 
widoczne w przypadku próbki pobranej zimą, w porównaniu do testu Salmonella bez 
dodatku NADP. Mimo to w większości badań stężenie progowe zanieczyszczeń po­
wietrza wywołujące efekt mutagenny przesunęło się w kierunku wartości większych. 
Jedynie w przypadku szczepu YG1041 zaobserwowano wyraźne zwiększenie progu 
wykrywalności zarówno dla ekstraktu zimowego, jak i letniego oraz dla obu frakcji 
mikrosomalnych. Takie same spostrzeżenia uczyniono w przypadku badań ze szcze­
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pem YG1042 i próbką pobraną zimą. Należy więc polecić prowadzenie testu Salmo­
nella z 10-krotnie zwiększoną ilością bakterii YG1041 bez dodatku NADP.

W pracy starano się także odpowiedzieć na pytanie czy wprowadzenie do składu 
mieszaniny reakcyjnej klasycznej procedury testu 10-krotnie większej ilości bakterii 
wpłynie na poprawę jego czułości? Dla szczepu TA98 zauważono zmniejszenie się 
stężenia progowego zanieczyszczeń w badaniach bez frakcji (mutageny bezpośred­
nie), z jednoczesnym zmniejszeniem czułości w wykrywaniu mutagenów pośrednich 
dla ekstraktu zimowego. Z kolei dla ekstraktu letniego czułość testu poprawiła się 
w badaniach z frakcjami mikrosomalnymi (mutageny pośrednie). Obserwowano 
przy tym, wyraźne zwiększenie się współczynnika MR w tych badaniach, gdzie 
czułość testu była lepsza, oraz zmniejszenie współczynnika MR w pozostałych te­
stach. Z kolei obecność większej ilości bakterii YG1041 w teście powodowała wy­
raźny zmniejszenie współczynnika MR oraz pogorszenie czułości testu we wszyst­
kich badaniach. Obecność większej ilości bakterii nie wpływała w znaczący sposób 
na otrzymane wyniki w porównaniu do testu klasycznego w badaniach ze szczepami 
TA100 i YG1042. Wynika z tego, iż obecność w badanych ekstraktach większej 
ilości zanieczyszczeń o charakterze mutagenów pośrednich, na które badany 
szczep jest wrażliwy, powoduje zmniejszenie czułości testu klasycznego ze 
zwiększoną ilością bakterii. Niewystarczające było więc w tym teście stężenie 
enzymów metabolizujących w stosunku do ilości substancji mutagennych przy­
padających na DNA pojedynczej komórki bakteryjnej. Wpłynęło to na zmniej­
szenie odpowiedzi, mimo że w mieszaninie inkubacyjnej znajdowała się 10- 
krotnie większa pula bakterii. Test ten można jedynie polecić do wykrywania 
mutagenów bezpośrednich szczepem TA98.

Następnym zagadnieniem, na które zwrócono uwagę w niniejszej pracy było bada­
nie wpływu preinkubacji na wielkość odpowiedzi mutagennej związanej z obecnością 
zanieczyszczeń pyłowych w badanych ekstraktach. Badania te wykazały, iż opty­
malny czas preinkubacji jest różny w zależności od rodzaju szczepu, temperatury 
preinkubacji i rodzaju frakcji mikrosomalnej. Każdorazowo, przed przystąpie­
niem do badań, należy dobierać odpowiedni czas preinkubacji dla określonej 
temperatury oraz takie stężenie ekstraktu, które w badaniach prowadzonych te­
stem klasycznym Salmonella dawało dwukrotnie większą liczbę rewertantów 
w stosunku do liczby rewertantów otrzymanych w drodze mutacji spontanicznej. 
Spostrzeżenia te pokrywają się z doniesieniami literaturowymi, w których autorzy, 
wykonując test preinkubacyjny, stosują różny czas preinkubacji w zależności od tem­
peratury i rodzaju badanej próbki, którymi najczęściej są pojedyncze związki che­
miczne [65]. Zwykle stosuje się dłuższy czas preinkubacji w niższej temperaturze. 
Potwierdziły to również przedstawione w pracy wyniki badań. Pozwoliły one dobrać 
optymalny czas preinkubacji zastosowany w dalszej części badań. Dla szczepu TA98 
i YG1041 czas ten wynosił 20 minut.

Klasyczna procedura testu Salmonella wymaga pobierania dużej ilości materiału 
badawczego. Dlatego też opracowano protokoły, które wymagają mniejszej ilości ba­
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danej próbki niż test klasyczny. W 1986 Kado i inni [101] opublikowali procedurę 
testu w mikrozawiesinie, stanowiącą modyfikację metody płynnej preinkubacji. Pro­
cedura ta wykorzystuje 20 razy mniejszą objętość próbki przy 10-krotnie zwiększo­
nej ilości bakterii i 5 razy mniejszej ilości enzymów metabolizujących. Dodatkowo 
testowe szczepy bakterii eksponowane są na badane związki chemiczne w warun­
kach hodowli wstrząsanej, w małej objętości przez 90 minut w temperaturze 37 °C. 
Analiza ekstraktów pyłów przeprowadzona testem Kado, w zakresie stężeń od 
0,0039 m3/płytkę do 5 m3/płytkę, wykazała iż test ten w różnym stopniu zmieniał 
progi wykrywalności substancji mutagennych obecnych w badanych ekstraktach 
w zależności od zastosowanych szczepów testowych. W przypadku szczepu TA98 
uzyskano bardzo duże obniżenie progów wykrywalności zanieczyszczeń mutagen­
nych w porównaniu do testu klasycznego. Większy współczynnik MR uzyskano 
w badaniach z udziałem frakcji FA niż FB (w teście klasycznym było odwrotnie). 
W badanych większych stężeniach ekstraktów ujawniło się działanie mutagenów 
pośrednich, a w stężeniach mniejszych bezpośrednich. Najgorsze wyniki uzyskano 
w badaniach ze szczepem TA100. Wynik dodatni testu uzyskano tylko w badaniach 
z frakcjami mikrosomalnymi FA i FB w przypadku próbki pobranej zimą. Jest to 
zgodne z doniesieniami innych autorów [37], którzy zauważyli, że szczep TA100 daje 
wyniki negatywne w tym teście w badaniach bez frakcji, a szczep TA98 wykazuje 
mutagenność zarówno w obecności, jak i w nieobecności frakcji S9. W przypadku 
szczepów serii YG otrzymano, tak jak w teście klasycznym, pełny obraz biologiczne­
go działania pyłowych zanieczyszczeń powietrza oraz duży współczynnik MR. Uzy­
skano również wyraźne zmniejszenie stężenia zanieczyszczeń wywołujących efekt 
mutagenny, wyjątkiem był test przeprowadzony bez udziału frakcji na ekstrakcie let­
nim, w obecności szczepu YG1042. Badania dotyczące porównania testu klasycznego 
i testu w modyfikacji Kado dla szczepów TA98 i YG1041 prowadzono w Czechach 
i w USA [30, 35]. W badaniach tych również stwierdzono dużą wrażliwość tych 
szczepów w obu testach.

Odpowiedź szczepów testowych na zawarte w próbkach powietrza zanie­
czyszczenia, zarówno w teście klasycznym, jak i w teście w modyfikacji Kado, jest 
zgodna z poglądem, że kluczową klasą czynników mutagennych w powietrzu at­
mosferycznym są nitropochodne WWA. Test w modyfikacji Kado jest więc god­
ny polecenia, w badaniach ze szczepami TA98, YG1041 i YG1042, ponieważ do 
przeprowadzenia tego testu potrzebna jest 1/20 objętości badanej próbki i 1/5 
objętości frakcji w porównaniu do testu klasycznego. Tak wyraźne zmniejszenie 
zużycia S9-mix wpływa na znaczne obniżenie kosztów wykonania testu z powodu 
zużycia mniejszej ilości kosztownego NADP, jak również wykorzystania mniej­
szej objętości homogenatu pozyskiwanego z wątroby szczura. Tym bardziej że 
w wielu pracach dotyczących procedury preinkubacyjnej wykazano, że dodatek 
NADP nie wpływa znacząco na wynik testu [131, 134]. Spostrzeżenia te zostały 
potwierdzone także w badaniach w teście klasycznym bez NADP i w teście kla­
sycznym bez NADP z 10-krotnie większa ilością bakterii.
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W niniejszej pracy zaproponowano procedurę testu klasycznego z preinkubacją 
w formie Mini jako kompilację testu klasycznego z testem Kado. Modyfikację tę wpro­
wadzono celem zmniejszenia ilości próbki oraz frakcji mikrosomalnej stosowanej 
w teście. Mieszanina reakcyjna zawierała wszystkie składniki w takim samym składzie 
i w takich samych proporcjach jak w teście klasycznym, natomiast różniła się od niego 
końcową objętością, która wynosiła 0,205 cm3 jak w modyfikacji Kado. Wprowadzono 
także 90-minutową preinkubację w 37 °C. Próbki pobrane na Starym Mieście badano 
więc w zakresie stężeń zanieczyszczeń pochodzących z zakresu 30 m3-0,014 m3 po­
wietrza. W metodzie tej uzyskano zdecydowanie mniejsze współczynniki MR niż 
w metodzie klasycznej i Kado, najprawdopodobniej z powodu ujawnienia toksycznego 
efektu działania składników ekstraktów zanieczyszczeń w czasie preinkubacji. W bada­
niach przeprowadzonych z udziałem szczepu TA98, w obecności próbek pobranych 
zimą i latem, uzyskano bardzo zbliżone wyniki z testem klasycznym, choć progi wy­
krywalności substancji mutagennych pogorszyły się w poszczególnych testach, z wy­
jątkiem badań z frakcją FA. Test ten okazał się bardzo przydatny w badaniach ze 
szczepem TA100. Uzyskano znaczące zmniejszenie wykrywalności mutagenów bez­
pośrednich, obecnych w ekstraktach zimowych i letnich, oraz mutagenów pośrednich, 
z wyjątkiem badań ekstraktu letniego w obecności frakcji FA. W badaniach prowadzo­
nych ze szczepem YG1041, podobnie jak dla szczepu TA98, uzyskano pogorszenie wy­
krywalności zanieczyszczeń mutagennych. Najgorsze wyniki uzyskano w obecności 
szczepu YG1042. W przypadku tego szczepu wynik dodatni otrzymano jedynie dla 
ekstraktu letniego badanego w obecności FB. Test z preinkubacją w formie Mini 
można więc stosować z powodzeniem w obecności szczepu TA100 oraz, w mniej­
szym stopniu, w obecności szczepów TA98 i YG1041.

W tabeli 25 umieszczono współczynniki korelacji obliczone pomiędzy współczyn­
nikami MR uzyskanymi dla frakcji mikrosomalnych FA i FB zastosowanych we 
wszystkich rodzajach testów. W większości przeprowadzonych testów współczynniki 
MR uzyskane dla frakcji FB dobrze korelowały z współczynnikami MR uzyskanymi 
dla frakcji FA (r = 0,549-1,0; w większości przypadków r = 0,828-1,0). Mniejsze 
współczynniki korelacji, około 0,332-0,557, zaobserwowano w przypadku badań 
w obecności szczepów TA100 i YG1042. Przeprowadzone badania mogą być pod­
stawą do stwierdzenia, że frakcja mikrosomalna aktywowana fenobarbitalem 
z dużym powodzeniem może być stosowana w badaniach nad mutagennością za­
nieczyszczeń zaadsorbowanych na pyłach zawieszonych w powietrzu aglomeracji 
miejskiej. Zastąpienie Arocloru 1254, jako aktywatora enzymów wątrobowych, feno­
barbitalem niesie za sobą wiele korzyści. Aroclor jest bardzo stabilnym, toksycznym 
i trudno biodegradowalnym preparatem, który w śladowych ilościach powoduje muta­
cje nowotworowe, a tym samym stanowi duże zagrożenie dla osób zaangażowanych 
w pracę w laboratorium. Dodatkowo jest to preparat bardzo drogi i z racji swojej dużej 
lepkości niewygodny w pracy. W postaci iniekcji podawany jest szczurom w oleju 
kukurydzianym. Fenobarbital jest preparatem bezpieczniejszym, wielokrotnie tań­
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szym, łatwo rozpuszczalnym w wodzie i z tego powodu może być podawany szczu­
rom w postaci iniekcji w 0,9% roztworze NaCI lub, czasami, wraz z wodą do picia.

Tabela 25. Korelacje pomiędzy współczynnikami MR uzyskanymi 
dla frakcji FA i FB (pierwsza część badań)

TA98 TA 100 YG1041 YG1042
Pora 
roku

Rodzaj testu FA x FB FA x FB FA x FB FA x FB

Współczynnik korelacji porządku rang Spearmana (poziom p')

Zima I 0,991 
(0,000004)

0,991 
(0,000004)

0,972 
(0,000002)

0,983 
(0,000002)

Lato I 0,956 
(0,000004)

0,965 
(0,000004)

0,953 
(0,000002)

0,950 
(0,000002)

Zima II 0,996 
(0,000014)

1,0 
(<0,05)

0,996 
(0,000014)

0,988 
(0,000004)

Lato II 0,971 
(0,000014)

0,385 
(0,394)

0,971 
(0,000014)

0,944 
(0,000004)

Zima III 0,989 
(0,000008)

1,0 
(<0,05)

0,988 
(0,000008)

0,976 
(0,000001)

Lato III 0,963 
(0,000008)

0,385 
(0,394)

0,963 
(0,000008)

0,938 
(0,00006)

Zima IV 0,899 
(0,000068)

0,993 
(0,00089)

0,925 
(0,000017)

0,981 
(0,000001)

Lato IV 0,981 
(0,000068)

0,828 
(0,00089)

0,989 
(0,000017)

0,961 
(0,000001)

Zima VII 1,0
(<0,05)

0,828 
(0,0416)

1,0 
(<0,05)

0,762 
(0,028)

Lato VII 1,0 
(<0,05)

0,935 
(0,0061)

1,0 
(<0,05)

1,0 
(<0,05)

Zima VIII 0,888 
(0,000117)

0,825 
(0,000945)

0,909 
(0,000042)

0,557 
(0,06)

Lato VIII 0,549 
(0,064)

0,4205 
(0,173)

0,935 
(0,000008)

0,332 
(0,29)

Wyniki uzyskane w pierwszej części pracy posłużyły do weryfikacji wybranych 
modyfikacji testu Salmonella. Na ich podstawie zdecydowano się prowadzić dalsze 
badania według testu klasycznego, testu preinkubacyjnego prowadzonego w tempe­
raturze 37 °C i testu w modyfikacji zaproponowanej przez Kado. Testy przeprowa­
dzano z dwoma szczepami testowymi TA98 i YG1041. Badania prowadzono, wpro­
wadzając do wymienionych testów pięć dodatkowo pobranych próbek powietrza 
w trzech punktach miasta. Dwie próbki zostały pobrane w lecie, dwie w okresie zi­
mowym i jedna na wiosnę. Próbka wiosenna została pobrana w miejscu o mniejszym 
natężeniu ruchu samochodowego w porównaniu do stanowisk, w których pobierano 
próbki latem i zimą, nie tylko w innej porze roku, ale też w odmiennych warunkach, 
czyli na dachu budynku, na wysokości drugiego piętra. W badaniach zastosowano 
dwa zakresy stężeń ekstraktów zanieczyszczeń powietrza na płytkę: od 50 m3 do 
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0,0245 m3 (dla testu klasycznego i z preinkubacją) oraz od 5 m3 do 0,0097 m3 (dla te­
stu w modyfikacji Kado). W tym etapie pracy, oprócz frakcji mikrosomalnej induko­
wanej Aroclorem 1254 (FA) i fenobarbitalem (FB), podjęto próbę wprowadzenia do 
składu mieszaniny S9-mix frakcji niepoddanej uprzedniej indukcji (F0). Wymienione 
testy oraz szczepy testowe dawały najlepsze wyniki w badaniach nad mutagennością 
pyłowych zanieczyszczeń powietrza pobranych zimą i latem na Starym Mieście.

We wszystkich testach uzyskano większe współczynniki MR dla ekstraktów 
próbek powietrza pobranych w zimie, w porównaniu do badań z próbkami po­
branymi wiosną i latem. W badanych ekstraktach obecne były zarówno zanie­
czyszczenia mogące oddziaływać pośrednio z materiałem genetycznym, jak i bez­
pośrednio. Świadczył o tym duży współczynnik mutagenności (MR) otrzymany 
zarówno dla testów przeprowadzanych z udziałem frakcji mikrosomalnych, jak i bez 
nich. Najmniejsza objętość zanieczyszczonego powietrza, wywołująca efekt mutagen­
ny w stosunku do zastosowanych w badaniach szczepów testowych, była bardzo zróż­
nicowana, tak samo jak liczba rewertantów indukowana przez 1 m3 powietrza. Warto­
ści mutagenności w badaniach prowadzonych w obecności obu szczepów, we 
wszystkich przeprowadzonych testach na próbkach pobranych zimą, wskazywały na 
mutagenne działanie zanieczyszczeń znajdujących się w 1 m3 powietrza.

W badaniach prowadzonych ze szczepem TA98 większe współczynniki MR uzy­
skano dla próbek pobranych w centrum miasta niż dla próbek pobranych na jego 
obrzeżu. W ekstraktach zanieczyszczeń powietrza pobranych zimą i latem na pl. 
Grunwaldzkim, w miejscu, w którym panuje wzmożony ruch samochodowy przez 
całą dobę, znajdowało się bardzo dużo związków mutagennych powodujących 
zmianę fazy odczytu. Dla tych ekstraktów uzyskano bowiem bardzo duży współ­
czynnik mutagenności, a w przypadku ekstraktu próbki zimowej uzyskano dodatko­
wo efekt toksyczny na krzywej dawka-odpowiedź we wszystkich testach. W próbce 
pobranej zimą więcej było zanieczyszczeń o charakterze promutagenów, a w eks­
trakcie próbki letniej związków o charakterze mutagenów bezpośrednich. Duże 
współczynniki MR uzyskano także dla ekstraktu próbki zimowej pobranej na peryfe­
riach miasta na ul Strachocińskiej. W przypadku tej próbki w badanych większych 
stężeniach ekstraktu powietrza duży współczynnik MR uzyskano w badaniach bez 
frakcji, a w mniejszych stężeniach w badaniach z frakcją. Stanowisko to umiejsco­
wione było na obszarze indywidualnej niskiej zabudowy przy znacznie obciążonej 
trasie wylotowej w kierunku Jelcza. Współczynniki MR uzyskane dla ekstraktu 
próbki pobranej wiosną (teren kampusu Politechniki Wrocławskiej, dach na wyso­
kości II piętra) były niewiele większe od wartości MR obliczonych dla ekstraktu 
próbki pobranej latem na ul. Strachocińskiej, dla której w lecie uzyskano najmniej­
sze wartości współczynnika MR. Zarówno w jednej, jak i w drugiej próbce współ­
czynniki MR były zbliżone w badaniach bez frakcji i z frakcją, choć obserwowano 
pewną przewagę mutagenów pośrednich. Szczep TA98 odznaczał się progiem wy­
krywalności w zimie na poziomie 0,097-0,39 m3/płytkę, w lecie 0,049-25m3/płytkę, 
a wiosną na poziomie 6,25 m3/płytkę. W teście preinkubacyjnym uzyskano zmniej­
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szenie współczynnika MR dla wszystkich próbek. Zaobserwowano także niewielkie 
pogorszenie progów wykrywalności w przypadku próbek zawierających mniejszą 
ilość mutagennych zanieczyszczeń. Natomiast w przypadku próbek pobranych zimą 
i latem na pl. Grunwaldzkim stężenie zanieczyszczeń wywołujące efekt mutagenny 
wyraźnie przesunęło się w kierunku większych stężeń ekstraktów. W teście Kado, 
przeprowadzanym z ekstraktem zanieczyszczeń pobranych w zimie na pi. Grun­
waldzkim, uzyskano większe współczynniki MR oraz znaczne poprawienie progu 
wykrywalności substancji mutagennych w porównaniu do testu klasycznego. 
W przypadku pozostałych ekstraktów zaobserwowano zmniejszenie się współczyn­
nika MR oraz zwiększenie stężeń progowych. Nie wpłynęło to jednak na możliwość 
wykrywania zanieczyszczeń o działaniu mutagennym tym testem.

Szeroki zakres badanych stężeń zanieczyszczeń powietrza w przypadku szczepu 
YG1041, szczególnie wrażliwego na nitrowe związki aromatyczne wywołujące zmia­
nę fazy odczytu, pozwolił wyznaczyć efekty toksyczne na krzywej dawka-odpowiedź 
dla wszystkich ekstraktów, z wyjątkiem zanieczyszczeń pobranych latem na pl. 
Grunwaldzkim. Zdecydowanie największy współczynnik MR w badaniach z tym 
szczepem uzyskano dla próbki pobranej zimą na pl. Grunwaldzkim. W próbce tej zde­
cydowanie najwięcej było związków o charakterze promutagenów. Również duży 
współczynnik MR, dużo większy w badaniach z aktywacją metaboliczną, uzyskano 
dla próbki pobranej wiosną.

W przypadku ekstraktów uzyskanych z pozostałych próbek współczynniki MR 
były dużo mniejsze i zbliżone do siebie, nawet w przypadku próbki pobranej zimą 
na obrzeżach miasta. Zaskakująco duże współczynniki MR otrzymano na tym sta­
nowisku badawczym dla próbki pobranej w lecie. Przyczyną tego wyniku mogło być 
to, iż teren ten nie jest zgazyfikowany i w związku z tym przez cały rok w wielu za­
budowaniach używane są paleniska domowe. Próg wykrywalności związków muta­
gennych dla szczepu YG1041 wynosił w okresie zimy 0,01225-0,39 m3/ płytkę, 
w okresie lata 3,125-50 m3/płytkę, a wiosną 0,78-6,25 m3/płytkę. Najniższy próg był 
w przypadku próbki pobranej zimą na pl. Grunwaldzkim. Zależność współczynnika MR 
od stężenia ekstraktu powietrza wprowadzanego na płytkę dla tej próbki w teście kla­
sycznym, prowadzonym z preinkubacją, niewiele różniła się od zależności otrzymanej 
w teście klasycznym. Zwiększeniu uległy współczynniki MR, ale stężenia progowe po­
zostały podobne. Z kolei w teście Kado przeprowadzonym dla tej próbki uzyskano 
największe współczynniki MR oraz zmniejszenie stężenia progowego w badaniach 
bez aktywacji metabolicznej i z aktywacją frakcjami FA i FB. Podobną tendencję za­
obserwowano dla próbki pobranej zimą na ul. Strachocińskiej. Zwiększenie współ­
czynnika MR w testach preinkubacyjnych może sugerować występowanie w tych 
próbkach pewnych klas mutagenów, np. alifatycznych związków N-nitrozowych [88, 
215], z którymi ta modyfikacja może dawać lepsze wyniki. W przypadku próbki pobra­
nej latem na tej ulicy i próbki pobranej wiosną, w teście preinkubacyjnym i w teście Ka­
do, obserwowano zmniejszenie współczynnika MR i nieznaczne pogorszenie progów 
wykrywalności substancji mutagennych.
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Tabela 26. Korelacje pomiędzy współczynnikiem MR uzyskanym 
dla frakcji FA, FB i FO (druga część badań)

Numer 
próbki Rodzaj testu

TA98 YG1041

FAxFB FAxF0 FBxF0 FAxFB FAxF0 FBxF0

Współczynnik korelacji porządku rang Spearmana (poziom p)

1 Klasyczny 0,996 
(0,000022)

0,920 
(0,000022)

0,920 
(0,000022)

0,949 
(0,000002)

0,949 
(0,000002)

1,0 
(<0,05)

Preinkubacyjny 0,705 
(0,01)

0,616 
(0,03)

0,936 
(0,000007)

0,93 
(0,000012)

0,862 
0,000315)

0,883 
(0,000143)

Kado 0,515 
(0,128)

0,733 
(0,016)

0,915 
(0,0002)

0,867 
(0,0012)

0,842 
(0,0022)

0,952 
(0,000023)

2 Klasyczny 0,993 
(0,00001)

0,986 
(0,00006)

0,993 
(0,00001)

0,97 
(0,000002)

0,97 
(0,000002)

0,979 
(0,000002)

Preinkubacyjny 0,893 
(0,000091)

0,911 
(0,000038)

0,958 
(0,000001)

0,937 
(0,000007)

0,951 
(0,000002)

0,888 
(0,000114)

Kado 0,948 
(0,000029)

0,902 
(0,00035)

0,912 
(0,00024)

0,418 
(0,229)

0,661 
(0,0375)

0,588 
(0,074)

3 Klasyczny 0,993 
(0,00001)

0,979 
(0,00001)

0,965 
(0,00001)

0,797 
(0,00063)

0,819 
(0,000331)

0,982 
(0,00001)

Preinkubacyjny 0,993 
(0,00001)

0,986 
(0,00001)

0,993 
(0,00001)

0,955 
(0,00001)

0,965 
(0,00001)

0,995 
(0,00001)

Kado 0,994 
(0,00001)

1,0 
(<0,05)

0,994 
(0,00001)

0,995 
(0,00001)

0,945 
(0,00001)

0,951 
(0,00001)

4 Klasyczny 0,909 
(0,000042)

0,986 
(0,000042)

0,930 
(0,000012)

0,943 
(0,00001)

0,898 
(0,000012)

0,982 
(0,000012)

Preinkubacyjny 0,83 
(0,00083)

0,768 
(0,0035)

0,781 
(0,0027)

0,877 
(0,000038)

0,987 
(0,00001)

0,912 
(0,000006)

Kado 0,948 
(0,000029)

0,952 
(0,000023)

0,967 
(0,000005)

0,896 
(0,000035)

0,984 
(0,00001)

0,934 
(0,000003)

5 Klasyczny 0,936 
(0,000022)

0,973 
(0,000001)

0,973 
(0,000001)

0,891 
(0,000233)

0,918 
(0,000067)

0,973 
(0,000001)

Preinkubacyjny 1,0 
«0,05)

1,0 
(<0,05)

1,0 
«0,05)

0,991 
(0,00009)

0,997 
(0,00003)

0,988 
(0,00012)

Kado 0,991 
(0,000015)

0,991 
(0,000015)

1,0 
(<0,05)

1,0 
(<0,05)

1,0 
(<0,05)

1,0 
(<0,05)

W tabeli 26 umieszczono współczynniki korelacji obliczone pomiędzy wartościa­
mi MR uzyskanymi w badaniach z frakcjami mikrosomalnymi FA, FB i FO stosowa­
nymi we wszystkich rodzajach testów w drugiej części badań. Współczynniki MR 
uzyskane dla poszczególnych frakcji dobrze korelowały ze sobą zarówno w testach 
przeprowadzanych ze szczepem TA98, jak i ze szczepem YG1041. Współczynniki 
korelacji pomiędzy współczynnikami MR uzyskanymi dla szczepu TA98 w badaniach 
z FA i z FB zawierały się pomiędzy 0,515-1,0; w badaniach z FA i z FO pomiędzy 
0,616-1,0, a w badaniach z FB i z FO pomiędzy 0,781-1,0. Z kolei w testach z udzia­
łem szczepu YG1041 współczynniki te były w granicach: 0,418-1,0 (FAxFB), 0,661- 
1,0 (FAxF0) i 0,588-1,0 (FBxF0). Wyniki badań tego etapu potwierdziły możli­
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wość zastąpienia bardzo toksycznego i stabilnego w środowisku Arocloru 1254 
mniej toksycznym fenobarbitalem w celu zwiększania poziomu enzymów odpo­
wiedzialnych za aktywację metaboliczną w wątrobie. Stwierdzono także, że ist­
nieje możliwość zastosowania w badaniach mutagenności pyłowych zanieczysz­
czeń powietrza frakcji mikrosomalnej niepoddanej uprzedniej indukcji. Wynika 
to najprawdopodobniej z faktu, iż zanieczyszczenia powietrza stanowią bardzo 
złożoną mieszaninę substancji należących do różnych klas związków chemicz­
nych. Rodzaj induktora frakcji mikrosomalnej decyduje o uaktywnieniu okre­
ślonej grupy monooksygenaz cytochromu P-450. Stąd też, w zależności od rodza­
ju występujących promutagenów w badanej próbie, określona frakcja staje się 
bardziej przydatna [155].

W tabelach 27 i 28 umieszczono współczynniki korelacji, jakie uzyskano pomię­
dzy liczbą rewertantów indukowaną przez 1 m3 badanych próbek powietrza (M) a stę­
żeniem oznaczanych parametrów. Pod uwagę wzięto stężenie pyłów na poszczegól­
nych stanowiskach badawczych, stężenie substancji smołowych, stężenie sumy WWA 
i nitroWWA oraz stężenia niektórych oznaczanych w badanych ekstraktach związków 
chemicznych. Przy wyborze kierowano się siłą działania mutagennego węglowodo­
rów, ich charakterem wskaźnikowym i obecnością w badanych próbkach. Ben- 
zo[a]piren jest związkiem o silnym działaniu kancerogennym i jest uważany za 
wskaźnik narażenia na WWA występujące w powietrzu atmosferycznym. Z kolei di- 
benzo[a,h]antracen (k = 5) jest związkiem o silniejszym działaniu kancerogennym 
w porównaniu do benzo[a]pirenu (k = 1), a benzo[g,h,i]perylen, dla którego względny 
współczynnik kancerogenności wynosi k = 0,01, jest uważany za wskaźnik narażenia 
na WWA emitowane z silników wysokoprężnych. Natomiast 2-nitrofluoren był jedy­
nym związkiem z grupy nitroWWA, którego obecność oznaczono we wszystkich ba­
danych ekstraktach pyłów zawieszonych.

W przypadku testów wykonywanych ze szczepem TA98 (tab. 27) największe 
współczynniki korelacji stwierdzono pomiędzy mutagennością a masą substancji 
smołowych (r = 0,393-0,414 test klasyczny, r = 0,5-0,821 test preinkubacyjny i r = 
0,428-0,785 test Kado), stężeniem B[g,h,i]P (r = 0,234-0,357 test klasyczny, r = 
0,667-0,9 test preinkubacyjny i r = 0,392-0,679 test Kado), stężeniem 2-nitrofluorenu 
(r = 0,5-0,54 test klasyczny, r = 0,6-0,872 test preinkubacyjny i r = 0,536-0,857 test 
Kado) i sumą stężeń WWA (r = 0,321-0,4 test klasyczny, r = 0,5-0,8 test preinkuba­
cyjny i r = 0,571-0,8 test Kado). Najmniejsze korelacje uzyskano, w teście klasycz­
nym, pomiędzy mutagennością a stężeniami pyłów zawieszonych (r = 0,054-0,071), 
stężeniem B[a]P (r = 0,0-0,0714), stężeniem D[a,h]A (r = -0,054) i sumą stężeń nitro­
WWA (r = -0,1-0,0). W przypadku tych zależności zauważono zwiększenie współ­
czynnika korelacji w przypadku pozostałych testów, zwłaszcza w teście Kado.

W badaniach ze szczepem YG1041 (tab. 28) uzyskano największą zależność po­
między mutagennością a masa pyłów (r = 0,487-0,607 test klasyczny, r = 0,6 test 
preinkubacyjny i r = 0,321-0,643 test Kado), stężeniem B[a]P (r = 0,786-0,821 test 
klasyczny, r = 0,6-0,8 test preinkubacyjny i r = 0,75-1,0 test Kado), stężeniem B[g,h,i]P



Tabela. 27. Korelacje pomiędzy mutagennością (M) dla szczepu TA98 a stężeniem wybranych parametrów

Rodzaj testu
Rodzaj 
badania

Masa 
pyłów

Masa substancji 
smołowych B[a]P D[a,h]A B[g,h,i]P 2-nitrofluoren Suma WWA

Suma nitro 
WWA

Współczynnik korelacji porządku rang Spearmana (poziom A
Klasyczny TA98 0,071 0,393 0,0714 -0,054 0,357 0,5 0,321 0,0

-F (0,879) (0,383) (0,879) (0,908) (0.432) (0,253) (0,482) (1,0)
TA98 0,071 0,393 0,0714 -0,054 0,357 0,5 0,321 0,0
+FA (0,879) (0,383) (0,879) (0,908) (0,432) (0,253) (0,482) (1,0)
TA98 0,071 0,393 0,0714 -0,054 0,357 0,5 0,321 0,0
+FB (0,879) (0,383) (0,879) (0,908) (0,432) (0,253) (0,482) (1,0)

TA98 0,054 0,414 0,0 0,0 0,234 0,54 0,4 -0,1
+F0 (0,908) (0,355) (1,0) (1,0) (0,613) (0,21) (0,504) (0.873)

Preinkubacyjny TA98 0,462 0,821 0,564 0,359 0,667 0,872 0,8 0,902
-F (0,434) (0,089) (0,322) (0,553) (0,219) (0,054) (0,089) (0,433)

TA98 0,5 0,8 0,61 0,2 0,9 0,8 0,8 0,5
+FA (0.391) (0.104) (0,285) (0,747) (0,037) (0,104) (0,089) (0,391)

TA98 0,1 0,5 ' 0,2 -0,1 0,7 0,6 0,5 0,1
+FB (0,873) (0,391) (0,747) (0,873) (0,188) (0,285) (0,391) (0,873)

TA98 0,1 0,5 0,2 -0,1 0,7 0,6 0,5 0,1
+F0 (0.873) (0,391) (0,747) (0,873) (0,188) (0,285) (0,391) (0,873)

Kado TA98 0,643 0,428 0,536 0,607 0,679 0,857 0,6 0,679
-F (0.119) (0,337) (0,215) (0,148) (0,093) (0,014) (0,119) (0,094)

TA98 0,75 0,536 0,536 0,821 0,429 0,857 0,643 0,714
+FA (0,052) (0.215) (0,215) (0,023) (0,337) (0,014) (0,119) (0,071)
TA98 0,571 0,785 0,393 0,429 0,392 0,536 0,571 0,357
+FB (0,19) (0,036) (0,383) (0,337) (0,383) (0,215) (0,18) (0,432)

TA98 0,414 0,559 0,6 0,2 0,595 0,685 0,8 0,5
+F0 (0,355) (0,192) (0,285) (0,747) (0,159) (0,089) (0,1) (0,39)

K
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Tabela 28. Korelacje pomiędzy mutagennością (M) dla szczepu YG1041 a stężeniem wybranych parametrów

Rodzaj testu
Rodzaj 
badania

Masa 
pyłów

Masa substancji 
smołowych B[a]P D[a,h]A B[g,h,i]P 2-nitrofluoren Suma WWA

Suma nitro 
WWA

Współczynnik korelacji porządku rang Spearmana (poziom p)
Klasyczny YG1041 0,536 -0,143 0,821 0,523 0,929 0,643 0,857 0,714

-F (0,215) (0,759) (0,023) (0,229) (0,003) (0,119) (0,014) (0,071)
YG1041 0,536 0,071 0,786 0,541 0,893 0,857 0,929 0,679

+FA (0,215) (0,879) (0,036) (0,21) (0,007) (0,014) (0,003) (0,0937)
YG1041 0,607 0,107 0,893 0,505 0,929 0,786 0,964 0,714

+FB (0,148) 0,819) (0,0068) (0,248) (0,003) (0,036) (0,0004) (0,071)
YG1041 0,487 0,955 0,8 0,1 0,126 0,108 0,9 0,6

+F0 (0,268) (0,0008) (0,104) (0,873) (0,788) (0,817) (0,037) (0,285)
Preinkubacyjny YG1041 0,6 0,9 0,8 0,1 1,0 0,6 0,9 0,6

-F (0,285) (0,037) (0,104) (0,873) (<0,05) (0,285) (0,037) (0,285)
YG1041+ 0,6 0,9 0,6 0,2 0,9 0,8 0,8 0,5

FA (0,285) 0,037) (0,285) (0,747) (0,037) (0,104) (0,104) (0,39)
YG1041 0,6 0,9 0,8 0,1 1,0 0,6 0,9 0,6

+FB (0,285) (0,037) (0,104) (0,873) (<0,05) (0,285) (0,037) (0,285)
YG1041 0,6 0,9 0,8 0,1 1,0 0,6 0,9 0,6

+F0 (0,285) 0,037) (0,104) (0,747) (<0,05) (0,285) (0,037) (0,285)
Kado YG1041 0,321 -0,25 0,75 0,25 0,786 0,714 0,714 0,714

-F (0,482) (0,589) (0,052) (0,589) (0,0362) (0,0713) (0,0713) (0,0713)
YG1041 0,643 0,25 0,82 0,32 0,964 0,75 0,82 0,75

+FA (0,119) (0,589) (0,023) (0,482) (0,0005) (0,052) (0,023) (0,0522)
YG1041 0,429 -0,24 0,79 0,214 0,964 0,679 0,71 0,678

+FB (0,337) (0,819) (0,0362) (0,645) (0,0005) (0,094) (0,073) (0,0937)
YG1041 0,63 0,955 1,0 0,5 -0,018 0,144 0,9 0,9

+F0 (0,129) (0,023) (<0,05) (0,391) (0,969) (0,758) (0,037) (0,037)
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(r = 0,126-0,929 test klasyczny, r = 0,9-1,0 test preinkubacyjny i r = -0,018-0,964 test 
Kado), stężeniem 2-nitrofluorenu (r = 0,108-0,857 test klasyczny, r = 0,6-0,8 test 
preinkubacyjny i r = 0,144-0,75 test Kado), sumą stężeń WWA (r = 0,857-0,964 test 
klasyczny, r = 0,8-0,9 test preinkubacyjny i r = 0,71-0,9 test Kado) i sumą stężeń ni­
troWWA (r = 0,6-0,714 test klasyczny, r = 0,5-0,6 test preinkubacyjny i r = 0,75-0,9 
test Kado). W przypadku korelacji pomiędzy M a stężeniem B[g,h,i]P i 2-nitrofluorenem 
najmniejsze współczynniki korelacji uzyskano w badaniach z frakcją mikrosomalną 
FO. Z kolei mniejsze korelacje stwierdzono pomiędzy mutagennością a stężeniem D[a,h] A 
(r = 0,1-0,541 test klasyczny, r = 0,1-0,2 test preinkubacyjny i r = 0,32-0,5 test Kado), 
a najmniejsze z masą substancji smołowych w teście klasycznym (r = -0,143-0,107; 
tylko dla F0 r = 0,955) i Kado (r = -0,24-0,25; tylko dla F0 0,955). W przypadku tej 
ostatniej zależności współczynniki korelacji wzrastały w teście preinkubacyjnym.

Więcej pozytywnych korelacji pomiędzy liczbą rewertantów indukowaną przez 
1 m3 badanych próbek powietrza (M) a stężeniem wybranych parametrów stwierdzono 
w przypadku testów wykonywanych ze szczepem YG1041. Dobrymi wskaźnikami 
zagrożenia zdrowotnego, spowodowanego przez mutageny zaadsorbowane na 
pyłach zawieszonych w środowisku miejskim, mogą być, w przypadku obu szcze­
pów TA98 i YG1041, B[g,h,i]P, 2-nitrofluoren i suma stężeń WWA.



8. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badań można sformułować wnioski o charakte­
rze podstawowym i utylitarnym istotne ze względu na ochronę powietrza atmosfe­
rycznego i zagrożenie zdrowotne związane z mutagenami i potencjalnymi kanceroge- 
nami zaadsorbowanymi na pyle zawieszonym:

1. Ekstrakty pyłowych zanieczyszczeń powietrza różniły się między sobą zarów­
no sumaryczną zawartością, jak i procentowym udziałem poszczególnych związków 
w zależności od miejsca oraz od sezonu poboru próbki. Zarówno sumaryczna za­
wartość WWA i nitroWWA w badanych ekstraktach, jak i też ich profil był najwięk­
szy w okresie zimowym (sezon grzewczy). Wszystkie ekstrakty charakteryzowały 
się dużym procentowym udziałem WWA o małym ciężarze cząsteczkowym, z kolei 
stężenie cięższych WWA, zawierających od 5 do 6 pierścieni aromatycznych, było 
w nich dużo mniejsze.

2. We wszystkich testach Salmonella największe współczynniki mutagenności 
(MR) i mutagenność (M) uzyskano dla próbek pobranych zimą. Mutagenność eks­
traktów pyłów zawieszonych wzrasta więc w sezonie grzewczym i maleje w lecie.

3. Mutageny obecne w ekstraktach pyłów zawieszonych wywoływały większą od­
powiedź ze strony szczepów TA98 i YG1041, w porównaniu do szczepów TA100 
i YG1042, co oznacza, że były to głównie związki wywołujące mutacje typu zmiany 
fazy odczytu. Największą czułością odznaczał się szczep YG1041, co wskazuje na 
obecność w badanych próbkach dużych ilości nitrowych związków aromatycznych.

4. Duże współczynniki mutagenności (MR) otrzymane zarówno w testach prze­
prowadzanych z udziałem frakcji mikrosomalnej S9, jak i bez niej świadczyły 
o obecności w badanych ekstraktach zanieczyszczeń mogących oddziaływać po­
średnio (promutageny), jak i bezpośrednio (mutageny bezpośrednie) z materiałem 
genetycznym.

5. Wykazano konieczność każdorazowego doboru optymalnego stężenia frakcji 
mikrosomalnej S9 wobec próbki środowiskowej, a nie wobec mutagenu standardowe­
go. Zaproponowano jego dobór na podstawie jednego wytypowanego stężenia eks­
traktu badanej próbki, zawierającego takie stężenie zanieczyszczeń powietrza, które 
w teście wstępnym w obecności 4% (v/v) zawartości S9 w S9-mix daje efekt muta­
genny, ale nie powoduje jeszcze efektów toksycznych.
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6. W celu zwiększenia poziomu enzymów mikrosomalnych wątroby, odpowie­
dzialnych za transformację szerokiego spektrum związków o działaniu mutagennym, 
można zastąpić bardzo toksyczny i stabilny w środowisku Aroclor 1254 mniej tok­
sycznym fenobarbitalem.

7. Badania mutagenności pyłowych zanieczyszczeń powietrza można prowadzić 
w obecności frakcji mikrosomalnej S9 niepoddanej uprzedniej aktywacji, zawierającej 
naturalny poziom enzymów mikrosomalnych.

8. Mutagenność pyłowych zanieczyszczeń powietrza można określać testem Sal­
monella z zastosowaniem szczepów TA98 i TA100 bez udziału kosztownego NADP 
w składzie S9-mix.

9. Test Salmonella z 10-krotnie zwiększoną ilością bakterii bez dodatku NADP 
można przeprowadzać w obecności szczepu YG1041, najbardziej wrażliwego na 
obecne w ekstraktach powietrza zanieczyszczenia.

10. Procedurę klasyczną testu z 10-krotnie zwiększoną ilością bakterii można je­
dynie stosować do wykrywania mutagenów bezpośrednich szczepem TA98.

11. Wykazano, iż optymalny czas preinkubacji jest różny w zależności od rodzaju 
szczepu, temperatury preinkubacji i rodzaju frakcji mikrosomalnej. Zaproponowano, 
aby przed przystąpieniem do badań testem Salmonella z preinkubacją dobierać odpo­
wiedni jej czas dla określonej temperatury na podstawie stężenia ekstraktu, które 
w badaniach prowadzonych klasycznym testem płytkowym daje dwukrotnie większą 
liczbę rewertantów w stosunku do liczby rewertantów otrzymanych w drodze mutacji 
spontanicznej.

12. Test w modyfikacji Kado jest godny polecenia w badaniach ze szczepami 
TA98, YG1041 i YG1042. W teście tym uzyskano duże współczynniki MR oraz małe 
stężenia progowe. Duża czułość tego testu, zwłaszcza w badaniach ze szczepem 
YG1041, jest zgodna z poglądem, że kluczową klasą czynników mutagennych w po­
wietrzu atmosferycznym są nitropochodne WWA.

13. Test z preinkubacją w formie Mini, którego procedurę będącą kompilacją testu 
klasycznego z testem Kado zaproponowano w pracy, dał dobre wyniki w obecności 
szczepu TA100 oraz, w mniejszym stopniu, w obecności szczepów TA98 i YG1041. 
Do przeprowadzenia tego testu potrzebna jest 1/3 objętości badanego ekstraktu i frak­
cji S9 w porównaniu do testu klasycznego.

14. Badania testem Salmonella należy tak zaplanować, aby możliwe było przed­
stawienie pełnego biologicznego efektu działania zanieczyszczeń w zależności od ich 
stężenia z podaniem najmniejszego stężenia wywołującego efekt mutagenny. Wyniki 
testu można wtedy przedstawić w postaci współczynnika mutagenności (MR) i liczby 
rewertantów indukowanych przez 1 m3 powietrza (M).

15. Dobrymi wskaźnikami zagrożenia zdrowotnego okazały się w przedstawio­
nych badaniach, w przypadku szczepów TA98 i YG1041, B[g,h,i]P, 2-nitrofluoren 
oraz suma stężeń WWA. Natomiast stężenie pyłu zawieszonego w niewielkim stopniu 
odzwierciedlało zagrożenie zdrowotne spowodowane obecnością zaadsorbowanych na 
nim mutagenów. W przypadku niektórych próbek otrzymano duże stężenie pyłu, na­
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tomiast stężenie zaadsorbowanych na nim związków mutagennych było małe i od­
wrotnie.

16. Fizykochemiczny monitoring zanieczyszczeń atmosfery, polegający na okre­
śleniu stężenia pyłu zawieszonego i stężeń WWA z listy USEPA, tylko w przybliżeniu 
informuje nas o zagrożeniu zdrowotnym. Należałoby więc uzupełnić go o badanie 
aktywności mutagennej zanieczyszczeń organicznych krótkoterminowym testem Sal­
monella. Na pyle zawieszonym zaadsorbowanych jest bowiem szereg związków ak­
tywnych biologicznie, których działanie może się nawzajem wzmagać lub osłabiać. 
Odpowiedź uzyskiwana w teście Salmonella jest wypadkową tych procesów.

17. Jak wykazano, w monitoringu jakości powietrza należy uwzględnić ocenę 
mutagenności organicznych zanieczyszczeń jedną z podanych modyfikacji testu 
Salmonella. W testach przeprowadzanych w obecności szczepu TA98 można stoso­
wać frakcję mikrosomalną indukowaną fenobarbitalem bez wprowadzania dodatko­
wej puli kosztownego NADP. Taki monitoring należy uzupełnić o szczep YG1041. 
Pozwoli to na stwierdzenie czy w badanych próbkach obecne są zanieczyszczenia 
odpowiadające w dużej mierze za aktywność mutagenną powietrza, czyli nitrowe 
związki aromatyczne. Dla tego szczepu można przeprowadzać testy w sposób po­
dobny jak dla szczepu TA98, czyli bez NADP w składzie S9-mix, zwiększając jedy­
nie 10-krotnie ilość bakterii. Bardzo dobre wyniki, dla tego szczepu, daje także pro­
cedura w modyfikacji Kado oraz test preinkubacyjny z odpowiednio dobranym 
czasem inkubacji. Do testów tych można wprowadzać również frakcję mikrosomal­
ną niepoddaną uprzedniej indukcji.
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Modified Salmonella assays for mutagenicity 
assessment of atmospheric dust pollutants

The aim of this work was to select such a procedurę of the Salmonella assay that 
would lead to a highly sensitive detection of mutagenic contaminants adsorbed on dust 
particles suspended in the atmospheric air within urban agglomerations. Increased 
sensitivity of the assay is extremely important, as in order to detect a mutagenic activ- 
ity of airborne organie pollutants, considerable air volumes have to be collected, 
which is a hindrance to introduction of the assay in a routine monitoring the atmos­
pheric pollution.

The study included: sampling suspended dust from the Wrocław urban area, ex- 
traction of the dust collected, chromatographic and biological analyses. Investigations 
were based on a classical Salmonella assay, classical assay without NADP as an S9- 
mix component, assay using 10-fold higher bacteria count, preineubation assay at a the 
temperaturę of 30 °C and 37 °C, Kado-modified assay and the Mini assay - a sort of 
compiled classical assay and the Kado-modified assay. Suitability comparison was 
madę between a microsomal fraction previously activated with a standard inductor 
such as the extremely dangerous Aroclor 1254, a phenobarbital-induced fraction, and 
a microsomal fraction, that had not been previously induced.

The results obtained confirmed the Salmonella assay usability for the purpose of 
the atmospheric pollution monitoring within urban agglomeration. The extracts of at­
mospheric pollutants under examination differed in a total content and a percentage of 
individual compounds, depending on the place and the season of sampling. The high- 
est total PAH content and the highest nitro-PAH content in the samples tested as well 
as the most extensive rangę of the compounds detected were found in winter season. 
The highest mutagenicity was noted for the samples collected in wintertime. High val- 
ues of mutagenicity ratios were obtained from assays carried out both with and with­
out metabolic activation, which testifies to the presence of both promutagens and di- 
rect mutagens. The mutagens contained in suspended dust extracts evoked a stronger 
response of the TA 98 and YG 1041 strains, compared to the TA 100 and YG 1042 
strains, which means that to the most part those were compounds able to induce such 
mutations as the reading phase changes. The YG 1041 strain proved to be the most 
effective in the detection of mutagenicity of the suspended dust extracts, due to its 
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notably high sensitivity to nitro-aromatic compounds. Ther results obtained from the 
investigations are indicative of the effectiveness of a classical assay performed by us- 
ing a phenobarbital-induced microsomal fraction, with no NADP introduced in the 
assay for the detection of promutagens by the TA 98 strain. In the case of the YG 1041 
strain, good results were obtained when performing a classical assay at 10-fold higher 
bacteria count, without NADP addition. The Salmonella assay as modified by Kado 
and the preincubation assay proved to be highly effective for both strains. Compara- 
tive examination of microsomal fractions used in assays has shown that the Aroclor 
1254-activated microsomal fraction can be substituted by a phenobarbital-induced 
fraction or for a non-induced fraction in the investigations on mutagenic airborne pol- 
lutants in urban agglomerations. Aroclor is a very expensive preparation of excellent 
Chemical stability, and its tracę amounts cause cancer-łinked mutations. Phenobarbital 
is a safe and far cheaper preparation. According to the study results, each time the op- 
timal concentration of a microsomal fraction has to be selected in relation to an envi- 
ronmental sample, and not to a standard mutagen. Also, if an assay includes a prein­
cubation step, each time before starting experiments, a suitable duration of the 
preincubation step has to be selected. It was proved namely that the optimum preincu­
bation time would be different, depending on the type of a strain, preincubation tem­
peraturę and the type of a microsomal fraction.
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