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Zelazo jest substratem pokarmowym, ktérego enterokoki wymagaja do
wzrostu. Dowiedziono, Ze zelazo — bez wzgledu na stezenie w pozywce — jest
pobierane podczas wzrostu. Niedobér zelaza w pozywce powodowal zmiany
w kinetyce wzrostu enterokokéw. Hamowanie wzrostu enterokokéw przez
chelatory zelaza jak i brak hamowania sa kolejnym dowodem zapotrzebo-
wania tych bakterii na zelazo. Enterokoki maja zdolno$¢ pobierania tego
waznego dla nich pierwiastka z jego polaczen z naturalnymi i syntetycznymi
chelatorami o réznej sile wigzania i strukturze chemicznej.

Wigkszo$¢ bakterii zwigzanych z cztowiekiem wykazuje bezwzgledne zapotrzebowanie
na zelazo (17). Tylko rodzaj Lactobacillus z rodziny Lactobacillace zaliczany do nietakso-
nomicznej grupy ,,.bakterii kwasu mlekowego” pozbawionych jest enzymow hemowych i nie
wymaga do wzrostu zelaza (1,18). Rodzaj Enterococcus takze zaliczono do tej grupy bakterii
(9). Dlatego odmawiano mu zdolnosci do syntetyzowania zelazoporfiryn i cytochromow.
Wykorzystywa¢ miaty tylko homofermentatywne szlaki glikolizy i fosforylacje na poziomie
substratu a nie oksydatywna fosforylacje z angazujacym zelazoporfirynowe biatka uktadem
oksydacyjno-redukcyjnym. W odréznieniu od beztlenowego rodzaju Lactobacillus entero-
koki sa wzglednymi beztlenowcami. Musza wiec w zaleznosci od warunkow srodowiska
mie¢ zdolno$¢ tlenowego oddychania z wszystkimi tego biochemicznymi konsekwencjami
okreslajacymi takze ich relacje z zelazem.

Celem pracy byto zbadanie tych relacji na grupie szczepéw nalezacych do dwoch
gatunkow — Enterococcus faecalis 1 Enterococcus faecium, ktore sa najczesciej izolowane
z zakazen od ludzi.

MATERIALY I METODY

Szczepy bakteryjne. W badaniach wykorzystano 71 szczepow rodzaju Enterococ-
cus, ktore pochodzity z kolekceji Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej. Nalezaty one do
dwoch gatunkow E. faecalis 1 E. faecium iizolowane byty z materiatu klinicznego. Szczepy
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przechowywano w temp. -70°C. W poszczegdlnych doswiadczeniach wykorzystano rézne
zbiory szczepow, ktorych wykaz zamieszczono na poczatku kazdego fragmentu opisujacego
wyniki przeprowadzonych badan.

Pozywki i warunki hodowli. Zastosowano ptynng pozywke o nastgpujacym sktadzie
(g/1000 ml): Casamino Acids, Vitamin Free (Difco) — 3 g, Yeast Extract (Difco) — 1, 5 g,
Tris (hydroksymetylo)aminometan — 12.1 g, KH.PO, -3 g, NaCl -5 ¢, NH,Cl-1 g, 1 M
MgCl, — ImL, 100 mM CaCl, — 1 mL, glukoza — 2g. pH pozywki 7.2. Zawartos¢ zelaza
w pozywce obnizano za pomocg zywicy poliaminokarboksylowej Chelex 100 (200—400
mesh) (Bio-Rad). Badane szczepy hodowano przez 24 godziny w temp. 37° C z stalym
wstrzasaniem. Hodowla ta stanowita inokulum (5% v/v) dla dwoch nowych porcji pozywki:
z niedoborem zelaza [Fe- (Chelex)] i bogatej w zelazo (Fe+) w postaci FeSO x7H.O.

Oznaczanie zawartosci zelaza. Zawarto$¢ zelaza w pozywkach i hodowlach ozna-
czano przy uzyciu ferrozyny (3-(2-pirydylo) -5, 6-difenylo-1, 2, 4-triazyna) (Sigma) (6).

Hamowanie wzrostu enterokokow przez chelatory zelaza. Standaryzowane
zawiesiny bakteryjnej o gestosci odpowiadajacej wzorcowi 0, 5 wg skali Mc Farlanda rozpro-
wadzano po powierzchni podloza agarowego Muellera-Hintona 2 (bioMerieux) (7). Nastgpnie
uktadano krazki bibutowe (Whatman Nr 3, §rednica 6 mm), ktore nasaczano 5 pL roztwordow
chelatoréw zelaza. Posiewy inkubowano w temp. 37°C przez 24 godzin. Oceniano obecnos¢
stref zahamowania wzrostu wokoét krazkow. Wykorzystano nastgpujace chelatory zelaza
(w nawiasach podano stezenie chelatora w krazku): 2, 2°-bipirydyl (10 pg, 100 pgi 1000 pg),
wersenian disodowy (EDTA), (10 png, 100 pgi 1000 pg), kwas etylenodiamino-di-(o-hydrok-
syfenylooctowy) (EDDHA) (9 pg, 18 ng, 45 ngi90 pg), o-fenantrolina (100 pg 500 pg i 1000
ng), 8-hydroksychinolona (1pg, 10 pugi 100 pg), kwas nitrylotrioctowy (10 pg, 100 pg i 1000
ng), kwas salicylowy (100 pg, 500 pg i 1000 pg), ferrichrom (100 pg), desferrioksamina B
(10 pg, 100 pgi 1000 pg), apotransferyne ludzka (50 pg, 100 pg i 1000 ng), apotransferyne
jaja kurzego (1000 pg) i apoferrytyng konska (100 pg i 1000 pg) (Sigma).

Wyznaczanie MIC dla o-fenantroliny i EDDHA. Najmniejsze st¢zenia o-
-fenantroliny i EDDHA hamujace wzrost badanych szczepow (MIC) wyznaczano na agarowym
podtozu Muellera-Hintona 2 (bioMerieux) zawierajacym wzrastajace st¢zenia o-fenantroliny
w zakresie od 10pg/ml do 100pg/ml i EDDHA w zakresie od 1,8 mg/ml do 9 mg/ml. Posiewano
jezapomocy ezy kalibrowanej (10 pL) zawiesing badanego szczepu o gestosci odpowiadajacej
wzorcowi 0, 5 wg skali Mc Farlanda. Ptytki inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny.

Promowanie wzrostu enterokokdw przez ustrojowe zrddta zelaza,komplek-
sy zelaza z 2-oksokwasami i hydroksykwasami, sideroforami i organicznymi
i nieorganicznymi zwigzkami zelaza. Badanie to przeprowadzono metoda krazkowo-
-dyfuzyjng. Promowanie wzrostu enterokokéw przez ustrojowe zrodla zelaza wykonano na
podtozu agarowym Muellera-Hintona 2 (bioMerieux), ktdre uzupetniano roztworem EDDHA
do stezenia odpowiadajacego MIC szczepu. Badanie promowania wzrostu przez kompleksy
zelaza z 2-oksokwasami 1 hydroksykwasami, sideroforami i organicznymi i nieorganicznymi
zwiazkami zelaza przeprowadzono na podlozu agarowym Muellera-Hintona 2 zawierajacym
o-fenantroling w stezeniu odpowiadajacym MIC badanego szczepu. Standaryzowane zawiesiny
bakteryjnej o gestosci odpowiadajacej wzorcowi 0,5 wg skali Mc Farlanda rozprowadzano po
powierzchni podioza. Nastgpnie uktadano krazki bibutowe (Whatman Nr 3, o 6 mm), ktore
nasgczano roztworami zwigzkow zelaza. Plytki inkubowano w temperaturze 37°C po 24 i 48
godzinnej inkubacji odczytujac wyniki w postaci stref wzrostu wokét krazkow. Kompleksy
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Fe(Ill) z 2-oksokwasami i hydroksykwasami przygotowano tak, aby stosunek zelaza do li-
gandu wynosit 1:30 (3). Wykorzystano krazki nasgczone 20 pg nastgpujacych kompleksow
zelaza z 2-oksokwasami i hydroksykwasami: kwasem pirogronowym, kwasem fenylopi-
rogronowym, kwasem 4-hydroksyfenylopirogronowym, kwasem 3-indolilopirogronowym,
kwasem szczawiooctowym, kwasem 2-oksomalonowym, kwasem 2-oksomastowym, kwasem
2-okso-4-metylotiomastowym, kwasem 2-oksoglutarowym, kwasem 2-oksowalerianowym,
kwasem 2-oksoizowalerianowym, kwasem 5-aminolewulinowym, kwasem 2-okso-3-metylo-
walerianowym, kwasem 2-oksoizokapronowym, kwasem 2-hydroksykapronowym, kwasem
2-oksoadypinowym (Sigma). W badaniach wykorzystano takze krazki z ustrojowymi zrodtami
zelaza (w nawiasach podano st¢zenie zrodta zelaza w krazku): transferyna bydlgca (1000 pg),
transferyng jaja kurzego (1000 ng), laktoferyna bydleca (1000 pg), ferrytyng konska (1000
ng), heming bydleca (200 pg), hemoglobing bydlgca (400 pg), mioglobing konska (400 pg)
i cytochromem konskim (400 pg) (Sigma). Z nieorganicznych potaczen zelaza zastosowano
siarczan zelazawy (25 pg), chlorek zelazowy (25 pg), siarczanu zelazowo-amonowego (25 pg)
a z organicznych cytrynian zelazowo-amonowy (25 pg) (Sigma). W badaniach wykorzystano
takze kompleksy zelaza z sideroforami hydroksamowymi — desferrioksamina B i kwasem
rodotorulowym oraz sideroforem fenolanowo-katecholowym — kwasem 2,3-dihydroksyben-
zoesowym. Stezenie kompleksow w krazku wynosito 20 pg.

Ocena wzrostu bakterii w hodowlach plynnych. Pomiary gestosci optycznej
ptynnych hodowli przeprowadzano w spektrofotometrze UV/VIS Cary 1 (Varian) przy
dlugosci fali §wietlnej A=580 nm. Do oznaczania liczby zywych komdrek bakteryjnych
zastosowano metodg seryjnych rozcienczen i posiewdw powierzchniowych.

WYNIKI

Hamowanie wzrostu enterokokdw przez chelatory zelaza. Uzyto 12 chelato-
réw réznego pochodzenia. W tescie krazkowo-dyfuzyjnym chelator dyfundowatl do podtoza
i wigzat wolne zelazo tworzac kompleksy o roéznej stalej trwatosci.

Naturalne chelatory zelaza apotransfryna ludzka i jaja kurzego, konska apoferrytyna oraz,
desferrioksamina B, ferrichrom i kwas rodotorulowy nie hamowaty w standardowych wa-
runkach wzrostu badanych szczepéw w zadnym z uzytych stezen. Nie hamowaty go rowniez
w uzytych stg¢zeniach cztery chelatory syntetyczne — 2, 2°-birydyl, kwas 8-hydroksychino-
linosulfonowy, kwas nitrylotrioctowy, kwas etylenodiamino-di-ortohydroksyfenylooctowy
(EDDHA).

Cztery z 12 uzytych chelatoréw zelaza — wersenian disodowy (EDTA), o-fenantrolina,
8-hydroksychinolina i kwas salicylowy hamowaty wzrost prawie wszystkich badanych
szczepdw (Tabela I). Wersenian disodowy hamowat wzrost wszystkich szczepow w stezeniu
1000 pg, a o-fenantrolina w stezeniu 500 pg. Wzrost niektorych szczepow E.faecalis - 2 (4,
2%) 1 E.faecium — 9 (27, 5 %) nie byt hamowany przez 8-hydroksychinoling w stezeniu 1
i 10 a nawet 1000 pg. Kwas salicylowy hamowatl wzrost dopiero w stezeniu 1000 pg i nie
wszystkich szczepow: 19(40, 4%) z 47 nalezacych do gatunku E. faecalis i 14 (58, 3%)
z 24 gatunku E.faecium.

Promowanie wzrostu enterokokow za pomoca réznych zrodet zelaza.
W tym etapie badan wykorzystano szczepy charakteryzujace si¢ odpowiednig wrazliwosci
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Tabela I. Hamowanie wzrostu szczepow E. faecalis 1 E. faecium przez chelatory zelaza Fe(I1I)

Chelator zelaza E. é “j:;’;’s E. faecium (n=24)
EDTA - 1000 pg 47 24
o-Fenantrolina - 500 pg 47 24
8-Hydroksychinolina
1ug 45 15
10 pug 45 15
Kwas salicylowy - 1000 pg 19 14

n- liczba szczepow

na EDDHA lub o-fenantroling. Wyselekcjonowano 18 szczepow wrazliwych na mozliwe do
osiagnigcia stezenia EDDHA i o- fenantroliny. Pigtnascie z nich nalezato do gatunku E. fa-
ecalis a trzy z nich do gatunku E. faecium. Warto$¢ wyznaczonych MIC dla obu chelatorow
zelaza byly zroznicowane. Dla EDDHA wartos¢ ta miescita si¢ w granicach od 1, 8 do 9,
4 mg/ml a dla o-fenatroliny w granicach od 30 do 115 pg/ml. W tescie krazkowo-dyfuzyjnym,
ktory zastosowano, pozywka zawierala chelator zelaza o-fenantroling lub EDDHA w steze-
niu odpowiadajagcym MIC szczepu. Chelatory hamowaty wzrost przez wigzanie wolnego
zelaza a egzogenne zrodlo zelaza dyfundujac z krazka do pozywki mogto go przywracac.

Wszystkie szczepy rosty w strefie dyfuzji zrodet zelaza w postaci dwu i trojwartoscio-
wych soli zelaza Fe(Ill) i Fe(Il) oraz kompleksow zelaza Fe(Ill) z sideroforami bakteryj-
nymi — ferrioksaming B oraz kwasem 2, 3-dihydrobenzoesowym i grzybowym — kwasem
rodotorulowym (Tabela II).

Tabela II. Promowanie wzrostu szczepow E. faecalis 1 E. faecium przez nieorganiczne i organiczne
zwiazki Fe(Il) i Fe(III) i kompleksy Fe(III) z sideroforami

Zrédla zelaza s | Bueam
Siarczan zelazawy 15 3
Siarczan zelazowo-amonowy 15 3
Cytrynian zelazowo-amonowy 15 3
Desferrioxamina B 15 3
Kwas rodotorulowy 5 3
Kwas 2,3-dihydroksybenzoesowy 5 3

n- liczba szczepdw

Zalezno$¢ wzrostu od dostarczenia tych zrédet zelaza dowodzito, ze jest ono dla tych
szczepOw niezbednym substratem pokarmowym.

Rowniez ustrojowe kompleksy zelaza Fe(IlI) stuzyty enterokokom jako zrodta pierwiastka.
Powszechnie, przez wszystkie szczepy, wykorzystywane byty dla wzrostu transferyna bydleca
ijaja kurzego oraz laktoferyna bydlgca, a przez nieco mniejsza liczbe szczepdw ferrytyna kon-
ska (15 szczepow) 1 konski cytochrom (11 szczepow) (Tabela I11). Pozostate ustrojowe nosniki
zelaza Fe(IIl) stymulowaly wzrost tylko niektorych szczepow, a zelazo zwigzane z heming
bydlgca, zadnego z nich.
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Tabela III. Promowanie wzrostu szczepow E. faecalis i E. faecium przez ustrojowe zrodia zelaza

Zrédla zelaza s Fed
Hemina bydlgca 0 0
Hemoglobina bydleca 5 2
Mioglobina bydleca 5 2
Cytochrom ¢ konski 9 2
Transferyna bydlgca 15 3
Transferyna jaja kurzego 15 3
Laktoferyna bydleca 15 3
Ferrytyna konska 14 1

n- liczba szczepdw

Podobnie kompleksy zelaza Fe(Ill) z 2-oksokwasami i hydroksykwasami byty wyko-
rzystywane jako warunkujace wzrost zrodta pierwiastka. Cecha taka charakteryzowato si¢ 9
szczepow (Tabela IV). Z 16 uzytych kompleksow prawie wszystkie (15 lub 13 kompleksow)
byty wykorzystywane jako zrodta zelaza przez 5 z badanych szczepow. Reszta szczepow
réwniez pobierata zelazo tych kompleksow, ale z mniejszej ich liczby. Wykorzystywane przez
wszystkie szczepy byty kompleksy zelaza Fe(IlI) z kwasem pirogronowym, kwasem 2-okso-
mastowym, kwasem 2-okso-4-metylotiomastowym, kwasem 2-okso-3-metylowalerianowym,
kwasem 2-oksoizokapronowy i kwasem 2-oksoadipinowy.

Tabela IV. Promowanie wzrostu szczepow E. faecalis i E. faecium przez kompleksy zelaza Fe(III)

z 2-oksokwasami 1 hydroksykwasami

Zrodla zelaza

E. faecalis
(n=5)

E. faecium
(n=4)

Kwas pirogronowy

5

4

Kwas fenylopirogronowy

Kwas 4-hydroksyfenylopirogronowy

Kwas 4-indolilopirogronowy

Kwas szczawiooctowy

Kwas malonowy

Kwas 2-oksomastowy

Kwas 2-okso-4-metylotiomastowy

Kwas 2-oksoglutarowy

Kwas 2-oksowalerianowy

Kwas 2-oksoizowalerianowy

Kwas 2-okso-3-metylowalerianowy

Kwas 5-aminolewulinowy

Kwas 2-oksoizokapronowy

Kwas 2-hydroksyizokapronowy

Kwas 2-oksoadipinowy
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n- liczba szczepow
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Wzrost enterokoké6w w warunkach niedoboru zelaza. Rozwoj hodowli en-
terokokdéw w warunkach ograniczonej dostgpnosci zelaza badano poréwnujac ich wzrost
w dwoch pozywkach: z niedoborem Zelaza o stgzeniu 3, 5 x 107 M (Fe-Chelex) i nadmiarem
1x10“ M (Fet). W tej czescei badan wykorzystano 8 szczepow. Piec z nich nalezato do gatunku
E. faecalis a 3 do E. faecium. Wzrost w warunkach niedoboru zelaza ilustruja przyktady
rozwoju hodowli trzech szczepow: E. faecalis BD 122 1BD 160 oraz E. faecium BY 1 (Ryc.
1, 2 1 3). Poprzedzajace fazg wzrostu wykladniczego faza przygotowawcza i faza wzrostu
przyspieszonego nie ulegaty w pozywce Fe- (Chelex) zakloceniu. Wptyw niedoboru zelaza
polegal na wyraznym wydtuzeniu fazy wzrostu wykladniczego a jej krzywe obrazujace go
ulegaly sptaszczeniu. Byta to oznaka malejacego przyrostu masy bakteryjnej. Okoto dwu-
krotnie mniejszy jej przyrost w warunkach niedoboru zelaza Fe- (Chelex) zaobserwowano na
przyktad u szczepu E. faecalis BD 123 - z2 x 10° do 0, 8 x10° cfu/ml, trzykrotnie mniejszy
u szczepu E. faecalis 605 - z 0, 17 x 10° do 0,06 x10° cfu/ml i az sze§ciokrotnie mniejszy
u szczepu E. faecium BY 1 -2 0, 64 x 10° do 0,1 x10° cfu/ml (Tabela V).
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Ryc. 1. Wazrost szczepu E. faecalis BD 122 w pozywce Fe— (Chelex) z niedoborem zelaza —m— i
w pozywce Fet+ z nadmiarem Zelaza —o—
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Ryc.2.  Wazrost szczepu E. faecalis BD 160 w pozywce Fe— (Chelex) z niedoborem zelaza —m—1 w
pozywce Fe+ z nadmiarem Zelaza —0—
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Ryc. 3. Wazrost szczepu E. faecium BY 1 w pozywce Fe— (Chelex) z niedoborem zelaza —m— i
w pozywce Fet+ z nadmiarem Zelaza —0—

Czerpanie zelaza z pozywki podczas wzrostu byto kolejnym dowodem zapotrzebowania
enterokokow na ten pierwiastek (Tabela V). Szczegoélnie istotne byty hodowle w pozywce
z niedoborem zelaza Fe- (Chelex). W tych warunkach, po 24 godzinach inkubacji wszyst-
kie szczepy wykorzystywaty zelazo Fe(Ill), a polowa z nich zuzywata je prawie w catosci:
E.faecalis BD 123 — 91%, E.faecalis BD 160 — 97%, E.faecalis 449 — 97% a E.faecium
BY 1-97 %.

Tabela V. Przyrost masy bakteryjnej i pobieranie zelaza Fe(Ill) przez enterokoki przy koncu fazy
wykladniczej podczas wzrostu w pozywce ptynnej z niedoborem zelaza Fe— (Chelex) i Fe+
z nadmiarem Zelaza.

Pozywka
Fe— (Chelex) Fe+
R Il s e I e R
mL* uM zelaza L uM zelaza
E. faecalis BD 122 0,48 0,18 52 0.84 5,30 57
E. faecalis BD 123 0,80 0,03 91 2.00 1,90 81
E. faecalis 605 0,06 0,18 52 0.17 6,60 34
E. faecalis BD 160 0,36 0,01 97 0.70 1,90 81
E. faecalis 449 0,22 0,01 97 1.30 2,70 73
E. faecium BY 1 0,10 0,01 97 0.64 3,70 63
E. faecium BY 6 0,06 0,14 60 0.09 6,00 40
E. faecium BY 13 0,06 0,18 48 0.11 5,80 42

“cfu (colony forming units) —jednostki tworzgce kolonie
DYSKUSJA

Zapotrzebowanie na zelazo bakterii Gram-dodatnich mies$ci si¢ w granicach st¢zen
0,4-4,0x10°M (17) . Stezenie 10° M optymalnie reguluje dziatanie systemow poboru
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pierwiastka (8). Niedobor zelaza Fe(I1I) na poziomie 3, 5 x 107 M wyraznie zmieniat kine-
tyke wzrostu enterokokow. Nastepowalo wydtuzenie i1 sptaszczenie krzywej fazy wzrostu
wyktadniczego, co skutkowato mniejszym przyrostem masy bakteryjnej. Podobne zmiany
w kinetyce wzrostu w warunkach niedoboru zelaza obserwowano u gronkowcow (12).
Wiazanie w $rodowisku wzrostu wolnego zelaza za pomoca o-fenantroliny, syntetycznego
chelatora o stosunkowo wysokiej wartosci statej powinowactwa (K=10%"!), hamowato wzrost
przez niedostepnos¢ pierwiastka. Dziataty tak chelatory o podobnej do o-fenantroliny statej
powinowactwa jak EDTA (K=10%, ale i wyzszej jak 8-hydroksychinolona (K=10%) i kwas
salicylowy (K=10%3). Wsrdd chelatorow nie hamujacych wzrostu byty zwiazki o wyzszych
—kwas 8-hydroksychinolono-5-sulfonowy (K= 10%*71 nizszych - 2,2’-dipirydyl (K= 10'%)
i kwas nitrylooctowy (K=10") statych powinowactwa. Struktura czasteczki chelatora miata
rowniez wplyw na wzrost enterokokdéw: mimo podobnych statych powinowactwa silnie
hamowata wzrost 8-hydroksychinolona (K=10%), a nie hamowata go jej pochodna kwas
8-hydroksychinolono-5-sulfonowy(K=10%"). Dwa inne chelatory o podobnych statych
powinowactwa — o-fenantrolina hamujaca wzrost i 2,2"-dipirydyl nie hamujgca go majg
podobna struktur¢ tworzac z zelazem Fe(Ill) pigciocztonowe pierscienie (7). Podkresli¢
trzeba, ze zaden z naturalnych ustrojowych, chelatorow zelaza o majacych podobne state
powinowactwa — apotransferyna ludzka (K=10??), kofiska (K=10%) i jaja kurzego (K=10?)
nie hamowala wzrostu enterokokow. Nie hamowat go rdwniez bakteryjny chelator zelaza
desferrioksamina B (K=103%%), i grzybowy — kwas rodotorulowy (K=10%!), o statych powi-
nowactwa wyzszych niz biatkowych ustrojowych no$nikéw zelaza.

Tak wigc mimo wigzania wolnego zelaza Fe(IIl) nie wszystkie syntetyczne chelatory
izaden z chelatoréw naturalnych nie hamowaty wzrostu enterokokdw. Nie oznacza to jednak,
ze bakterie te nie maja bezwzglednego zapotrzebowania na zelazo. Gdy bowiem brak wzrostu
spowodowany wigzaniem wolnego zelaza Fe(IlI), w Srodowisku, ktorego bakterie nie moga
pobra¢ z kompleksu z chelatorem w bezposredni sposéb dowodzi tej zalezno$ci to wzrost
wskazuje na zdolno$¢ pobierania Fe(IIl) skompleksowanego z chelatorem potwierdzajac,
posrednio, bezwzgledne zapotrzebowanie na pierwiastek.

Zahamowany przez chelatowanie wolnego zelaza Fe(III) w §rodowisku, wzrost entero-
kokéw mogt by¢ przywracany przez dostarczanie dostgpnego dla nich zrédia pierwiastka.
Byt to kolejny dowdd bezwzglednej zalezno$ci rozwoju i rozmnazania tych bakterii od
dostepnosci zelaza. Spektrum wykorzystywanych zrédet zelaza byto bardzo szerokie. Byto
ono pobierane z dwu- i trojwartosciowych soli i kompleksow z sideroforami. Powszechnie
wykorzystywanymi zrodtami zelaza byly biatkowe ustrojowe jego no$niki — transferyny
bydleca i jaja kurzego oraz laktoferyna bydlgca. Wzrost promowato réwniez zelazo zwigzane
z ferrytyng i cytochromem konskim. Hemina nie przywracata wzrost zadnego z badanych
SZczepow.

Wyniki te wyrazanie okreslajg relacje enterokokdw z zelazem. Jest ono dla tych bakterii
niezb¢dnym substratem pokarmowym. Trwale wigzane w kompleksie z chelatorem hamo-
walo wzrost, ktory mozna bylto przywroci¢ dostepnym zrédtem pierwiastka. Pobieranie
w ramach konkurencji o zelazo z kompleksow z chelatorem umozliwiato wzrost. Niedobor
zelaza w czasie wzrostu zmienial kinetyke rozwoju hodowli zmniejszajac przyrost masy
bakteryjnej, a zasoby zelaza w pozywce byly prawie catkowicie wyczerpywane.

Pierwsza wzmianka o zwigzkach enterokokow z zelazem odmawiata im zdolno$ci
wytwarzania sideroforéw, a wiec dysponowania najwazniejszym i najpowszechniejszym
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u bakterii systemem poboru zelaza (13). Posrednio mogto to dowodzi¢ braku zapotrzebo-
wania na ten pierwiastek. Wiaczenie enterokokéw do grupy ,,bakterii kwasu mlekowego”
wraz z kobaltozaleznym rodzajem Lactobacillus utrwalito ten poglad (1, 9). Zatozono, ze
enterokoki nie maja zdolnosci syntetyzowania zelazoporfiryn i nie tworza zelazoporfiry-
nowych biatek, nie wykorzystuja wiec oksydatywnej fosforylacji i wigzacego cytochromy
uktadu oksydacyjno-redukujacego. Dzi§ wiadomo, ze enterokoki wytwarzaja siderofor klasy
hydroksamowe;j (11). Systematyka rzedu Lactobacillales wyodrebnia rodzing Enterococ-
caceae 1 wzglednie beztlenowy rodzaj Enterococcus (10). Zmian¢ w systematyce entero-
kokéw poprzedzito wykazanie, ze w tlenowych warunkach wzrostu w obecnos$ci krwi lub
heminy E. faecalis zawiera cytochromy b id (14, 15, 19). Oznaczato to, ze warunkiem ich
tworzenia bylo pokrycie zapotrzebowania na zewnatrzkomorkowe zelazo Fe(IlI) w postaci
pierwiastka lub catej czasteczki zelazoporfiryny — heminy. Taki zwigzany z cytochromem
system oddychania miato 85%, a wigc nie wszystkie z badanych szczepow E. faecalis (16).
Dodac¢ trzeba, ze wzrost zadnego z 15 zbadanych w tej pracy szczepow E. faecalis nie byt
promowany przez heming.

Bakterie z rodzaju Enterococcus charakteryzuja si¢ naturalng oporno$cig na liczne
antybiotyki i chemioterapeutyki. W warunkach szpitalnych tatwo nabywajg geny opornosci
na wiele innych grup zwigzkéw przeciwbakteryjnych. Z tych to wlasnie powodow lecze-
nie zakazen enterokokowych stwarza coraz wigcej trudnosci (5). Zasadnym wiec wydaje
si¢ zintensyfikowanie badan nad mechanizmami poboru Zelaza u tych oportunistycznych
patogendéw. Hamowanie tych mechanizmoéw moze by¢ pomocne w ograniczaniu i zwalcza-
niu zakazen enterokokowych. Proby takie i to z duzym powodzeniem zostaty juz podjete
w przypadku innych bakteryjnych patogendéw cztowieka (2, 4).

P. Lisiecki

Is the iron an essential nutrient for enterococci?
SUMMARY

Enterococci were considered as not requiring iron. The aim of study was evaluation of relationship
between enterococci and iron. This study examined these relationships in a 71 strains belonging to
two species - Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium, which are often isolated from human
infections. The iron is an essential nutrient for enterococci. Demonstrated that iron - regardless of
the concentration in the medium - is collected during growth. Iron deficiency in the nutrient medium
resulted in changes in the kinetics of growth of enterococci. Inhibiting the growth of enterococci by
iron chelators and lack of inhibition are further proof of this demand for iron bacteria. Enterococci
have the ability to acquire this important element of its connections with natural and synthetic cheta-
tors with different strength of chemical bonding and structure. Bacteria of the genus Enterococcus
have a natural resistance to many antimicrobial agents. In the hospital environment can easily acquire
resistance genes to many other classes of antimicrobial compounds. For these reasons, treatment of
enterococal infections poses more difficulties. Inhibition of iron uptake in enterococci can be helpful
in reducing and combating enterococal infections.
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