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WPROWADZENIE 

Corocznie, na potrzeby medycyny oraz wete-
rynarii produkuje się, a następnie zużywa tysiące 
ton leków. Ich bardzo duża część trafia do wód 
powierzchniowych w formie praktycznie nie-
zmienionej. Ze względu na swoje właściwości 
pozostałości farmaceutyczne nie ulegają samo-
istnej degradacji podczas procesów samooczysz-
czania się wód, a ponadto mają zdolność do 
akumulacji w tkankach organizmów wyższych. 

Czynniki te wpływają na fakt bezpośredniego za-
grożenia zdrowia i życia organizmów mających 
z nimi styczność [Rzepa 2009].

Istnieje wiele dróg przedostawania się farma-
ceutyków do środowiska. Ich podstawowym źró-
dłem są metabolity wydalane z moczem z ludz-
kiego organizmu, przedostające się do ścieków 
komunalnych. Biotransformacja leków nie za-
chodzi w 100%, w związku z czym z moczem 
wydalana jest zarówno postać zmetabolizowa-
na, jak i wolna [Janiec 2005]. Na coraz szerszą 
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STRESZCZENIE 
Celem niniejszej pracy była ocena możliwości wykorzystania mikrobiologicznego biosensora Escherichia coli 
z konstruktem genowym katG::lux w badaniach monitorujących cytotoksyczność i genotoksyczność metoprololu 
w środowisku. Organizmem modelowym w przeprowadzonej ocenie był szczep Escherichia coli K-12 RFM 443 
zawierający konstrukt genowy katG::lux, natomiast analizowanym farmaceutykiem był metoprolol – powszechnie 
stosowany w leczeniu ludzi lek kardiologiczny należący do grupy β – blokerów. Lek stosowano w stężeniach od 
10–1 mg/cm3 do 10–5 mg/cm3. Badania wykazały, że metoprolol w stosowanych stężeniach zmieniał poziom eks-
presji genu lux i wpływał na aktywność promotora katG. Otrzymane wyniki świadczą o możliwości potencjalnego 
zastosowania biosensora bakteryjnego Escherichia coli K–12 RFM 443 z fuzją genową katG::lux w monitoringu 
cytotoksyczności i genotoksyczności pozostałości metoprololu w środowisku. 
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ABSTRACT 
The aim of the study was the evaluation of usefulness of Escherichia coli K-12 RFM 443 katG::lux for cyto-
toxicity and genotoxicity monitoring of metoprolol in the environment. Metoprolol is one of the most popular 
cardiac drug which belongs to the group of β – blockers. The drug was applied at concentrations ranging from 
10–1 mg/cm3 to 10–5 mg/cm3. Obtained data indicated the influence of metoprolol on lux gene expression and 
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skalę odnotowuje się również odprowadzanie do 
oczyszczalni ścieków pozostałości z przemysłu 
farmaceutycznego, gdzie do procesów produkcji 
zużywa się ogromne ilości środków chemicz-
nych [Guchelaar i in. 1999]. Jednym z głów-
nych źródeł tego rodzaju zanieczyszczeń wciąż 
są także ścieki szpitalne oraz ścieki pochodzące 
z gospodarstw domowych (często zdarzają się 
sytuacje spłukiwania przeterminowanych le-
ków w spłuczkach toaletowych). Oprócz szpita-
li i gospodarstw domowych do środowiska leki 
trafiają ze stacji diagnostycznych, a nawet ferm 
hodowlanych [Felis i in. 2005]. Problemem są 
również odpady medyczne oraz niewykorzystane 
farmaceutyki trafiające na składowiska odpadów 
[Sosnowska i in. 2009]. 

Coraz większy wskaźnik występowania 
pozostałości farmaceutycznych w środowisku 
związany jest z niewystarczającą skutecznością 
procesu utylizacji leków. Obecnie stosowane 
technologie oczyszczania ścieków nie są nieste-
ty ukierunkowane na usuwanie tego rodzaju za-
nieczyszczeń [Szymonik i Lach 2012]. Ponadto 
metabolity leków wydalane z kałem oraz mo-
czem cechują się coraz częściej odpornością na 
procesy biodegradacyjne, co istotnie zmniejsza 
efektywność oczyszczania ścieków pod tym ką-
tem [Kot – Wasik i in. 2003]. Sprawność proce-
su oczyszczania dla każdej substancji leczniczej 
jest inna. W największym stopniu oczyszczają 
się farmaceutyki należące do niesteroidowych 
leków przeciwzapalnych: ibuprofen (37–59%), 
ketoprofen (72–86%) i naproksen (86–89%), 
zaś najsłabszy efekt oczyszczania uzyskiwany 
jest w przypadku β-blokera – atenololu (4–47%) 
[Szymonik i Lach 2012].

Jak wynika z dotychczas przeprowadzonych 
badań i analiz najczęściej wykrywanymi farma-
ceutykami w środowisku są: niesteroidowe leki 
przeciwzapalne (naproksen, kwas acetylosali-
cylowy, diklofenak, ibuprofen, ketoprofen); an-
tybiotyki (erytromycyna, trimetoprim, sulfame-
toxazol); leki regulujące gospodarkę lipidową 
(kwas klofibrowy, bezafibrat); hormony (estron 
(E1), estradiol (E2), etinyloestradiol (EE2)); leki 
psychotropowe (karbamazepina, fluoksetyna) 
oraz β – blokery (metoprolol, atenolol, proprano-
lol) [Nikolaou i in. 2007, Szymonik i Lach 2012].

Wzrastająca zachorowalność na choroby 
układu sercowo-naczyniowego, które według 
danych GUS powodują w Polsce blisko połowę 
zgonów [Cierniak – Piotrowska i in. 2015], po-
tęguje zużycie leków kardiologicznych, co jest 
równoznaczne z wysokim ryzykiem występowa-

nia pozostałości tych farmaceutyków w środo-
wisku. β – blokery wykrywane są w środowisku 
wodnym różnych krajów. W wodach powierzch-
niowych Polski metoprolol występuje na pozio-
mie 0.05–0.15 µg/dm3, zaś w Hiszpanii osiąga 
poziom 0.04 µg/dm3 [Czech 2012, Valcarcel 
i in. 2011]. W Wielkiej Brytanii propranolol wy-
krywany jest w stężeniu od 0.005 do 0.007 µg/
dm3, natomiast w wodach powierzchniowych 
Walii jego koncentracja waha się w granicach 
0.009–0.4 µg/dm3 [Czech 2012, Kasprzyk – Hor-
dern i in. 2009]. Pomimo, iż stężenia tych leków 
nie są wysokie, mają jednak one zdolność trwałej 
kumulacji w organizmach żywych i stanowią re-
alne zagrożenie dla prawidłowego funkcjonowa-
nia ekosystemu wodnego. 

Do oszacowania stopnia zanieczyszczenia 
środowiska lekami kardiologicznymi oraz do 
oceny ryzyka ekotoksykologicznego z pełnym 
powodzeniem wykorzystywane mogą być bio-
sensory mikrobiologiczne.

Mikrobiologiczne biosensory bakteryjne są 
połączeniem materiału biologicznego z materia-
łem przetwornikowym (systemem mikroelek-
tronicznym). Biosensor to „urządzenie”, które 
umożliwia szybkie i dokładne wykrywanie niskie-
go poziomu różnych substancji w płynach ustro-
jowych, wodzie, glebie oraz powietrzu [Belkin 
2003]. Działanie czujników biologicznych oparte 
jest o system specyficznych interakcji pomiędzy 
enzymami i ich substratami, o wzajemne rozpo-
znawanie przeciwciał i antygenów, polega rów-
nież na dostępności specyficznych molekuł dla 
ich receptorów lub na wysokim powinowactwie 
kwasów nukleinowych do ich sekwencji komple-
mentarnych. Komponentem biologicznym bio-
sensorów może być: enzym, przeciwciało, DNA, 
receptor, cały mikroorganizm, bądź kolonia bak-
teryjna [Matejczyk 2010]. Dobór odpowiedniego 
składnika biologicznego w biosensorze zapewnia 
jego należytą funkcjonalność. Uzależniony jest 
on przede wszystkim od operacyjnej i środowi-
skowej stabilności, a także rodzaju substancji 
podlegającej analizie [D’Souza 2001]. Podczas 
wyboru promotora szczególną uwagę należy 
zwrócić na jego czułość oraz specyficzność. Nie-
które promotory bakteryjne są w stanie wykryć 
stężenie związku chemicznego rzędu ppb (ang. 
parts per billion) lub nawet jego opary. W stosun-
ku do specyficzności, należy pamiętać o tym, że 
promotory najczęściej reagują na grupy związ-
ków (np. metale ciężkie), rzadziej na konkretny 
składnik zanieczyszczenia [Podgórska i in. 2007].
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Wyodrębnionych zostało wiele rodzajów 
biosensorów. W zależności od molekularnego 
mechanizmu reakcji oraz regulacji promotor – 
gen reporterowy wyróżnia się trzy główne typy: 
niespecyficzne całokomórkowe biosensory (non 
specific whole-cell biosensors), specyficzne ca-
łokomórkowe biosensory (specific whole-cell 
biosensors) oraz indukowane stresem całokomór-
kowe biosensory (stress-induced whole-cell bio-
sensors) zwane biosensorami semispecyficznymi 
[Matejczyk 2004, Shin 2011]. 

Zastosowanie wszystkich typów biosensorów 
stale wzrasta. Atrakcyjność stosowania bioczuj-
ników wynika głównie z ich wysokiej czułości 
i selektywności względem badanej substancji. 
Obecnie wykorzystuje się je do identyfikacji ob-
cego DNA, białek, szeregu metabolitów i skażeń 
chemicznych (toksyny) oraz biologicznych (wi-
rusy, bakterie). Biosensory są niezastąpionym 
narzędziem wykorzystywanym do określania 
ilości metali ciężkich, BZT, a także substancji 
toksycznych (pestycydów, mykotoksyn, anty-
biotyków i innych leków) w powietrzu, wodzie 
i glebie. Ponadto wykorzystuje się je jako narzę-
dzie przy identyfikacji genetycznie zmodyfiko-
wanych organizmów w żywności [Tudek 2002, 
Radecki i in. 2006].

W związku z powyższym w przedłożonej 
pracy oszacowano wrażliwość i przydatność kon-
struktu genowego katG::lux w E. coli K-12 RFM 
443 jako bakteryjnego biosensora (bioczujnika) 
do monitorowania pozostałości farmaceutycz-
nych jednego z najpowszechniej stosowanych 
w leczeniu ludzi leku kardiologicznego – me-
toprololu, należącego do grupy β – blokerów. 
W przeprowadzonych badaniach poziom cytotok-
syczności leku w układzie promotor katG z ge-
nem reporterowym lux określono na podstawie 
dynamiki wartości OD – optycznej gęstości (ang. 
Optical Density) hodowli bakteryjnej, natomiast 
poziom genotoksyczności farmaceutyku oszaco-
wano na podstawie dynamiki intensywności lu-
minescencji będącej wynikiem siły pobudzenia 
ekspresji genu lux przez lek, czyli wpływu tego 
leku na poziom ekspresji genu lux w układzie 
genetycznym katG::lux. Głównym przedmiotem 
wykonanych analiz był metoprolol – kardioselek-
tywny β–bloker (chemicznie winian metoprololu, 
o wzorze sumarycznym C15H25NO3), stosowany 
w leczeniu chorób o podłożu kardiologicznym, 
zakupiony w jednej z białostockich aptek. 

METODYKA BADAŃ LABORATORYJNYCH 

Badaniom poddanych zostało pięć stężeń 
farmaceutyku od 10–1 mg/cm3 do 10–5 mg/cm3. 
Organizmem modelowym do badania cyto- i ge-
notoksyczności był szczep Escherichia coli K-12 
katG::lux i Escherichia coli K-12 promoter-
less::DH5α/pBR2TTS-pless. Biosensor RFM/
katG::lux należy do całokomórkowych biosen-
sorów bakteryjnych indukowalnych stresem, 
zwanych inaczej biosensorami semispecyficz-
nymi. Do jego konstrukcji wykorzystany został 
szczep Escherichia coli K-12 RFM 443 o geno-
typie (F-galK2lac74rpsL200) [Yagur-Kroll i in. 
2010]. Omawiany czujnik biologiczny zawierał 
w sobie połączenie promotora katG oraz genu 
reporterowego lux, dzięki któremu emitowany 
był sygnał bioluminescencyjny. Wektorem dla 
wykorzystanego konstruktu katG::luxA był pla-
zmid pBR322 niosący pochodną katG::luxAB 
[Yagur-Kroll i Belkin 2011].

Otrzymane dzięki uprzejmości Dr Sharon 
Yagur-Kroll i Prof. Shimshona Belkina z He-
brew University of Jerusalem, Izrael szczepy 
bakteryjne z hodowli na pożywce stałej prze-
niesiono do agaru LB i inkubowano w tempera-
turze 30°C z dodatkiem ampicyliny o stężeniu 
100 μg/cm3. Następnie kolonie przeniesiono do 
bulionu LB (podłoże płynne) z dodatkiem anty-
biotyku. Tak przygotowany bulion inkubowano, 
celem wzrostu hodowli bakteryjnej, w temperatu-
rze 37°C przez 24 godziny. 

Po upływie czasu inkubacji komórki bakte-
ryjne odwirowano w wirówce przy wartości 7000 
rpm i przemyto w 0.86% NaCl, którego zadaniem 
było zapewnienie odpowiedniej osmotyczności. 

Szczepy przeniesiono następnie do buforu 
PBS i poddano dalszym analizom. 

W początkowej fazie eksperymentu wystan-
daryzowano inicjalną gęstość optyczną bakte-
rii – OD (ang. Optical Density) do wartości 0.2 
z użyciem spektrofotometru przy długości fali 
600 nm. Metodą seryjnych rozcieńczeń określo-
no stężenie bakterii w 0.86% NaCl na cm3 wy-
rażone jako wartość jtk/cm3 (jednostki tworzące 
kolonie). Dynamikę wzrostu hodowli bakteryjnej 
poddanej działaniu metoprololu monitorowano 
spektrofotometrycznie (przy długości fali λ = 600 
nm). Wartość stymulacji wzrostu hodowli bakte-
ryjnej GS – (ang. Growth Stimulation) w trakcie 
inkubacji wyliczono według wzoru:
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𝐺𝐺𝐺𝐺(%) =  𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝐺𝐺(%) − 𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝐺𝐺(%) 
 

(1)
gdzie:  ODDS (%) – optyczna gęstość hodowli bak-

teryjnej poddanej działaniu metoprololu, 
 ODCS (%) – optyczna gęstość kontroli = 

100%.

W kolejnej fazie eksperymentu nastąpiła in-
kubacja hodowli bakteryjnych. 1 cm3 inokulum 
stacjonarnej fazy wzrostu hodowli bakteryjnych 
(o stężeniu 1×108 jtk/cm3 i gęstości optycznej OD 
= 0.2) rozcieńczono w 4 cm3 buforu PBS. Do te-
stów cytotoksyczności i genotoksyczności zasto-
sowano metoprolol w zakresie stężeń od 10–1 mg/
cm3 do 10–5 mg/cm3.

Eksperyment z użyciem szczepów Esche-
richia coli K-12 katG::lux prowadzono łącznie 
przez 24 godziny. Odczyt cyto- i genotoksyczne-
go efektu oddziaływania leku w stosunku do E. 
coli wykonano po 3 i 24 godzinach (celem okre-
ślenia wrażliwości analizowanego konstruktu ge-
nowego w szybkiej oraz późnej odpowiedzi ko-
mórkowej). Próbkę kontrolną prowadzono rów-
nolegle z zastosowaniem szczepu Escherichia 
coli K-12 katG::lux i nie poddawano jej działaniu 
leku. Celem weryfikacji aktywności zastosowa-
nego promotora użyto szczepu Escherichia coli 
K-12 promoterless::DH5α/pBR2TTS-pless jako 
kontroli negatywnej.

Po upływie odpowiedniego czasu ekspozy-
cji hodowli bakteryjnej na badany farmaceutyk 
dokonano pomiaru bioluminescencji bakteryj-
nej lucyferazy. Pomiar przeprowadzono zgodnie 
z wartością optymalnego poziomu wzbudzenia 
genu reporterowego lux przy długości fali wzbu-
dzającej λ = 478 nm oraz emisyjnej λ = 505 nm. 

Celem oszacowania poziomu oddziaływania 
metoprololu na hodowle bakteryjne określono 
wartość RLU (ang. Relative Luminescence Units) 
– względnych jednostek luminescencji, równą 
ilorazowi wartości luminescencji oraz optycznej 
gęstości (OD) mierzonej w każdym punkcie po-
miaru przy długości fali 600 nm. RLU wyliczono 
według wzoru:

𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅 =  𝑅𝑅𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿 
𝑂𝑂𝑂𝑂  

 

(2)

gdzie:  Luminescencja – wartość luminescencji,
 RLU – Względne Jednostki Luminescen-

cji (ang. Relative Luminescence Units),
 OD – Optyczna Gęstość (λ = 600 nm).

Dla każdego z analizowanych stężeń farma-
ceutyku wyliczono także zahamowanie poziomu 
ekspresji genu lux wg następującego wzoru:

𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼. (%) =  𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅 (%) −  𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅 (%) 
 

(3)

gdzie: RLUCS (%) – wartość RLU kontroli = 
100%, 

 RLUDS (%) – wartość RLU próbek pod-
danych działaniu metoprololu.

Otrzymane wyniki poddano analizie staty-
stycznej testem t-Studenta. Za istotne statystycz-
nie przyjęto wyniki dla p<0.05. Dla każdej serii 
badawczej (n = 8 powtórzeń) wyliczono wartości 
średnie oraz odchylenie standardowe. Wyniki ze-
stawiono dla 8 powtórzeń każdego stężenia wraz 
z próbkami kontrolnymi.

Pomiary parametrów absorbancji oraz lu-
minescencji przeprowadzono przy użyciu wie-
lofunkcyjnego czytnika płytek Glomax® firmy 
Promega. 

WYNIKI BADAŃ I DYSKUSJA 

Analiza cytotoksyczności metoprololu 

Analizę cytotoksyczności badanego β – blo-
kera oparto o uzyskane wyniki gęstości optycznej 
próbek z konkretnymi stężeniami leku względem 
próbki kontrolnej (tabela 1). Na podstawie otrzy-
manych danych wyliczono wartość stymulacji 
wzrostu hodowli bakteryjnej (rysunek 1), będą-
cej skutkiem biologicznej aktywności leku i jego 
wpływu na poziom ekspresji genu lux oraz ak-
tywność promotora katG. 

Efekt cytotoksyczny oddziaływania metopro-
lolu, w postaci spadku gęstości optycznej (OD) 
komórek bakteryjnych E. coli katG::lux zaobser-
wowano w pełnym testowanym zakresie stężeń 
leku (od 10–5 do 10–1 mg/cm3), zarówno podczas 
szybkiej, jak i późnej odpowiedzi komórkowej. 
Zarejestrowano zróżnicowaną reaktywność kon-
struktu genowego katG::lux względem stosowa-
nych w pracy stężeń farmaceutyku. Wartości dy-
namiki wzrostu (GS) hodowli bakteryjnej wyra-
żały zatem siłę oddziaływania testowanego leku 
na czułość konstruktu katG::lux. 

W porównaniu do próbki kontrolnej, 3 – go-
dzinna inkubacja szczepów E. coli katG::lux 
z metoprololem spowodowała zahamowanie 
wzrostu komórek bakteryjnych na poziomie od 
-15.12% do -18.76%. W przypadku całodobowe-
go oddziaływania leku, wartości te zawierały się 
w zakresie od -3.53% do -26.33%. Maksymalna 
inhibicja wzrostu E. coli katG::lux zaobserwowa-
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na została w stężeniu metoprololu równym 10–2 
mg/cm3 i po 24 godzinach inkubacji. Nieznaczne 
oddziaływanie wykazał β – bloker o koncentracji 
10–4 mg/cm3, przy tym samym okresie ekspozycji 
bakterii na lek. 

Monitoring wzrostu hodowli bakteryjnej 
wskazał na występowanie istotności statystycz-
nych pomiędzy uzyskanymi wynikami gęsto-
ści optycznej (OD) dla konkretnych stężeń me-
toprololu. W zakresie 3 – godzinnej interakcji 
szczepów z lekiem odnotowano powinowactwo 
statystyczne pomiędzy następującymi grupami 
koncentracji: 10–3 mg/cm3 i 10–5 mg/cm3 (p<0.05); 
10–2 mg/cm3 i 10–3 mg/cm3 (p<0.05); 10–1 mg/cm3 
i 10–2 mg/cm3 (p<0.05), a także 10–1 mg/cm3 i 10–5 

mg/cm3 (p<0.05). W odniesieniu do interakcji 
całodobowej istotności statystyczne wykazano 
w zakresie stężeń: 10–3 mg/cm3 i 10–4 mg/cm3 
(p<0.05); 10–2 mg/cm3 i 10–4 mg/cm3 (p<0.05); 
10–2 mg/cm3 i 10–5 mg/cm3 (p<0.05) oraz 10–1 mg/
cm3 i 10–2 mg/cm3 (p<0.05).

Na podstawie otrzymanych w eksperymen-
cie wyników stwierdzono efekt cytotoksyczny 
leku, zarówno po 3 jak i 24 godzinnej ekspozy-
cji bakterii na metoprolol. Przedłożone badania 
czynią zatem zasadnym potencjalne wykorzysta-
nie szczepów E. coli K-12 RFM 443 katG::lux 
w monitoringu cytotoksyczności β – blokerów 
w środowisku naturalnym.

Analiza genotoksyczności metoprololu 

Analizę stopnia genotoksyczności metoprolo-
lu oparto o wyliczone wartości względnych jed-
nostek luminescencji (RLU) dla zdefiniowanych 
koncentracji leku w stosunku do próbki kontrol-
nej (tabela 2). Na tej podstawie określono stopień 
inhibicji ekspresji genu lux w fuzji z promotorem 
katG (rysunek 2), będący miarą genotoksycznej 
aktywności badanego β – blokera. 

W przeprowadzonym eksperymencie modu-
lację ekspresji genu lux w E. coli katG::lux osią-

Rys. 1. Dynamika wzrostu (GS) hodowli bakteryjnej E. coli katG::lux po 3 i 24 godzinach działania metoprololu 
Fig. 1. The growth dynamics (GS) of bacterial culture E. coli katG::lux after 3 and 24 hours treatment of 

metoprolol 

Tabela 1. Wartości gęstości optycznej (OD) dla E. coli K-12 katG::lux poddanych działaniu metoprololu w po-
równaniu z próbką kontrolną 

Stężenie leku [mg/cm3]
Gęstość optyczna (OD) ± SD

3 godzinna inkubacja 24 godzinna inkubacja
Próbka kontrolna 0,235 ± 0,153 0,257 ± 0,170

10–5 mg/cm3 0,191 ± 0,005 0,227 ± 0,034
10–4 mg/cm3 0,196 ± 0,008 0,248 ± 0,041
10–3 mg/cm3 0,200 ± 0,005b 0,209 ± 0,036c

10–2 mg/cm3 0,191 ± 0,007d 0,189 ± 0,020bc

10–1 mg/cm3 0,199 ± 0,008be 0,236 ± 0,041e

Wyniki przedstawiają wartości średnie dla n = 8 i odchylenia standardowe średniej (±SD): a – istotne statystycznie 
w porównaniu do kontroli (p<0.05); b – istotne statystycznie w porównaniu do stężenia 10-5 mg/cm3, (p<0.05); c – 
istotne statystycznie w porównaniu do stężenia 10-4 mg/cm3, (p<0.05); d – istotne statystycznie w porównaniu do 
stężenia 10-3 mg/cm3, (p<0.05); e – istotne statystycznie w porównaniu do stężenia 10-2 mg/cm3, (p<0.05).
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gnięto we wszystkich testowanych stężeniach 
metoprololu (od 10–5 do 10–1 mg/cm3) oraz przy 
zmiennym 3 i 24 godzinnym czasie inkubacji. 
Bakterie zareagowały z różną luminescencyjną 
efektywnością na analizowane koncentracje far-
maceutyku. W otrzymanych wynikach odnoto-
wano znaczący wzrost (p<0.05) wartości RLU 
w próbkach z lekiem w porównaniu do próbki 
kontrolnej. Wartości RLU i Iluexp. były indyka-
torem obrazującym wrażliwość układu genetycz-
nego katG::lux w E.coli oraz wpływ stresu oksy-
dacyjnego na metabolizm bakterii. 

Zarówno 3, jak i 24 godzinne oddziaływa-
nie metoprololu na szczepy bakteryjne wpłynę-
ło na poziom ekspresji genu lux oraz zintensy-

fikowało wartości RLU i Iluexp. przy każdym 
zastosowanym stężeniu leku w porównaniu do 
próbki kontrolnej. 3 godzinna inkubacja szczepu 
E. coli katG::lux z metoprololem spowodowała 
wzrost poziomu ekspresji genu lux w bakteriach 
na poziomie od 29.4% do 57.6%. W przypadku 
całodobowego oddziaływania leku, wartości te 
zawierały się w zakresie od 26.51% do 92.64%. 
Maksymalne pobudzenie ekspresji genu lux w E. 
coli katG::lux odnotowano przy stężeniu me-
toprololu równym 10–2 mg/cm3 po całodobowej 
inkubacji, zaś najmniejszy procentowy przy-
rost wartości RLU zarejestrowano w stężeniu 
10–4 mg/cm3 i po tym samym czasie ekspozycji. 
Przedłożone badania wskazały na efektywniejszą 

Tabela 2. Wartości względnych jednostek luminescencji (RLU) dla E. coli K-12 katG::lux poddanych działaniu 
metoprololu w porównaniu z próbką kontrolną 
Table 2. Relative luminescencje units (RLU) values for E. coli K-12 katG::lux treated with metoprolol in com-
parison with the control sample

Stężenie leku [mg/cm3]
RLU ± SD

3 godzinna inkubacja 24 godzinna inkubacja
Próbka kontrolna 85368,78 ± 33238,27 8107,74 ± 3703,18

10–5 mg/cm3 129674,37 ± 18286,17 10785,79 ± 3773,71
10–4 mg/cm3 129175,49 ± 23850,55 10256,,77 ± 4152,25
10–3 mg/cm3 110464,18 ± 13999,34be 10364,90 ± 3780,67
10–2 mg/cm3 134540,70 ± 18651,37d 15618,76 ± 5415,38bcd

10–1 mg/cm3 123876,04 ± 20253,95a 14378,25 ± 5785,16a

Rys. 2. Poziom ekspresji genu lux hodowli bakteryjnej E. coli katG::lux po 3 i 24 godzinach działania 
metoprololu

Fig. 2. The expression level of the lux gene of bacterial culture E. coli katG::lux after 3 and 24 hours treatment 
of metoprolol 

Wyniki przedstawiają wartości średnie dla n = 8 i odchylenia standardowe średniej (±SD): a – istotne statystycznie 
w porównaniu do kontroli (p<0.05); b – istotne statystycznie w porównaniu do stężenia 10-5 mg/cm3, (p<0.05); c – 
istotne statystycznie w porównaniu do stężenia 10-4 mg/cm3, (p<0.05); d – istotne statystycznie w porównaniu do 
stężenia 10-3 mg/cm3, (p<0.05); e – istotne statystycznie w porównaniu do stężenia 10-2 mg/cm3, (p<0.05).
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reaktywność (wrażliwość) konstruktu genowe-
go katG::lux w E. coli po 3 godzinnej inkubacji 
bakterii z lekiem niż po 24 godzinnej ekspozy-
cji, szczególnie w następujących stężeniach leku: 
10–3, 10–4 oraz 10–5 mg/cm3.

Ponadto wyliczone wartości RLU potwier-
dziły występowanie istotności statystycznych 
pomiędzy określonymi grupami stężeń badanego 
β – blokera. Podczas 3 godzinnej inkubacji szcze-
pów z metoprololem wykazano powinowactwo 
statystyczne pomiędzy następującymi grupa-
mi koncentracji stosowanego leku: 10–3 mg/cm3 
i 10–5 mg/cm3 (p<0.05); 10–3 mg/cm3 i 10–2 mg/cm3 
(p<0.05); 10–2 mg/cm3 i 10–3 mg/cm3 (p<0.05), 
a także 10–1 mg/cm3 w odniesieniu do próbki kon-
trolnej (p<0.05). W przypadku interakcji cało-
dobowej istotności statystyczne odnotowano dla 
stężeń: 10–2 mg/cm3 i 10–5 mg/cm3 (p<0.05); 10–2 

mg/cm3 i 10–4 mg/cm3 (p<0.05); 10–2 mg/cm3 i 10–3 

mg/cm3 (p<0.05) oraz 10–1 mg/cm3 w porównaniu 
do próbki kontrolnej (p<0.05).

Na podstawie przedstawionych zależności 
stwierdzono więc, iż istnieje możliwość poten-
cjalnego wykorzystania biosensora bakteryjnego 
Escherichia coli K-12 RFM 443 z fuzją genową 
katG::lux w monitoringu genotoksyczności pozo-
stałości metoprololu w środowisku.

WNIOSKI 

1. Mikrobiologiczny biosensor bakteryjny za-
wierający fuzję genową katG::lux wykazuje 
wyraźną wrażliwość wobec metoprololu uży-
tego w badaniach – we wszystkich przypad-
kach odnotowano inhibicję wzrostu (efekt cy-
totoksyczny) komórek bakteryjnych.

2. Metoprolol we wszystkich testowanych stęże-
niach, a także w zmiennym czasie inkubacji (3 
oraz 24 godziny) jest modulatorem ekspresji 
genu lux w E. coli katG::lux.

3. Krótszy czas inkubacji hodowli bakteryjnych 
narażonych na działanie metoprololu wpływa 
w większym stopniu na podwyższenie intensyw-
ności emitowanej luminescencji w odniesieniu 
do inkubacji całodobowej w przypadku stężeń 
leku na poziomie 10–3, 10–4 oraz 10–5 mg/cm3.

4. Otrzymane wyniki świadczą o potencjalnej 
możliwości zastosowania biosensora bak-
teryjnego Escherichia coli K – 12 RFM 443 
z fuzją genową katG::lux w monitoringu cyto-
toksyczności i genotoksyczności pozostałości 
metoprololu w środowisku.
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