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STRESZCZENIE

Patogennos¢ bakterii Gram-ujemnych jest uwarunkowana ich zdolnoscia
pozyskiwania zelaza ze Srodowiska oraz rezerw zainfekowanego makro-
organizmu. W tym celu bakterie syntetyzuja siderofory, czyli uktady che-
latujace zelazo, ktére umozliwiaja im wykorzystywanie jego hemowych
i niehemowych zrodet ustrojowych, takich jak hemoglobina, mioglobina,
ferrytyna, transferyna i laktoferyna. Dotychczas nie poznano ustrojowych
zrodet zelaza wykorzystywanych przez bakterie Desulfovibrio desulfuricans
(D. desulfuricans). Gatunek ten kolonizuje m.in. przew6d pokarmowy
cztowieka, stanowiac sktadnik fizjologicznej mikroflory jelita. Nie wyklu-
cza sie jednak udziatu tych bakterii w etiopatogenezie niektorych schorzen
tego narzgdu, takich jak choroba Crohna czy wrzodziejace zapalenie jelita
grubego. Celem podjetych badan byta analiza mozliwosci wykorzystywa-
nia przez bakterie D. desulfuricans r6znych ustrojowych Zrodet zelaza.
Zamierzenie to realizowano oceniajac po 48 godzinach hodowli liczbe
kolonii wygtodzonych izolatow D. desulfuricans na pirogronianowej po-
zywce Postgate’a wzbogaconej o 1,5 mg/dm?® okreS§lonego Zrodta zelaza
(hemoglobiny i transferyny ludzkiej, hemoglobiny, transferyny, laktofe-
ryny i heminy bydlecej, mioglobiny i cytochromu ¢ konskiego). Hodowle
kontrolng stanowity bakterie namnazane si¢ na podtozu z obnizong ilos-
cig zelaza.

Wiekszos¢ izolatow D. desulfuricans (oproécz DV/B) pozyskiwata zelazo
z r6znych zrédet ustrojowych, przy czym stwierdzono ich miedzyszczepo-
we zréznicowanie wzrostu w obecnosci kazdej z zelazoprotein i heminy.
Najwolniej namnazat si¢ glebowy izolat DSM 642 na podtozu zawiera-
jacym transferyne ludzka i bydleca, nie wykorzystujac zelaza zawarte-
go w tym ustrojowym zroédle. Wsr6d wszystkich badanych bakterii naj-
intensywniej namnazaty sie dzikie szczepy DV/I i DV/I/1 na podtozach
z koniska mioglobing i cytochromem c oraz laktoferyng bydleca oraz DV/H
w obecnosci ludzkiej i bydlecej hemoglobiny.
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ABSTRACT

Pathogenicity of Gram-negative bacteria is determined by their ability of iron uptake from en-
vironmental and human reserve sources. To acquire this element microorganisms synthesize
siderophores, iron chelating structures that allow them to utilize various host iron sources such
as hemoglobin, myoglobin, ferritin, transferrin and lactoferrin. Host iron sources utilized by De-
sulfovibrio desulfuricans (D. desulfuricans) are still unrecognized. These microorganisms colonize
a human alimentary tract as a component of the natural intestinal microflora. However, their
involvement in the pathogenesis of intestinal disorders, such as Crohn’s disease or ulcerative
colitis, cannot be excluded. The purpose of this study was to analyze the ability of these bacteria
to utilize several body iron sources.

The aim of the study was realized by the evaluation of number of colonies of pre-starved
D. desulfuricans strains after 48 hour culturing on pyruvate Postgate’s medium supplemented with
1.5 mg/dm? of the iron source (human hemoglobin and transferrin, bovine hemoglobin, trans-
ferrin, lactoferrin and hemin, equine myoglobin and cytochrome c). The control cells were cul-
tured on medium devoid of iron.

Most of the tested strains D. desulfuricans (except for DV/B) utilized iron from a wide variety host
sources. The interstrain diversity of bacterial growth in the presence of each of iron sources was
observed. Soil strain DSM 642 was the slowest proliferating one on medium containing both hu-
man and bovine transferrin. Therefore, this strain does not utilize iron from both iron sources.
The most intensive growth was observed with DV/I and DV/I/1 intestinal strains on medium
supplemented with equine myoglobin and cytochrome c, and bovine lactoferrin, whereas DV/H
strain proliferated the most on medium containing both human and bovine hemoglobin.

KEY WORDS
Desulfovibrio desulfuricans, bacteria growth, host iron sources

zewnatrzkomorkowo, ktore po obcigzeniu ze-
lazem zostaja wprowadzone do komorki za
pomocy specyficznego biatka receptorowego.
Siderofory chelatujg zelazo zawarte zarbwno
w hemoproteinach, jak i biatkach niehemo-
wych. W makroorganizmach zelazo wystepuje
gtownie wewnatrzkomoérkowo w potgczeniach
z mioglobing, ferrytyna i hemoglobing. Jego
zasoby zewnatrzkomoérkowe obecne w osoczu
i innych ptynach ustrojowych to glikoprotei-

WPROWADZENIE

Podstawg chorobotwoérczosci drobnoustrojow
jest zdolno$¢ przetrwania i namnazania sie
w zainfekowanym makroorganizmie, ktéra za-
lezy m.in. od zdolnosci pozyskiwania potrzeb-
nych dla zycia substancji, w tym zelaza. Bak-
terie, w zaleznosci od warunkéw srodowiska,
wyksztatcity r6zne systemy asymilacji zelaza.

Podczas jego wzglednej obfitosci w otoczeniu
(> 10°M) mikroorganizmy uruchamiajg system
niskiego powinowactwa, opierajacy si¢ na swo-
bodnej dyfuzji jonéw zelaza przez btony ko-
morkowe [1]. W warunkach niedoboru zelaza
drobnoustroje wyksztalcily system wysokiego
powinowactwa, opierajacy si¢ na transporcie
tych jonéw do komorki, z wykorzystaniem
sideroforéw. S3 to niskoczgsteczkowe zwigz-
ki syntetyzowane przez bakterie i wydzielane

ny o wysokim powinowactwie do zelaza, takie
jak transferyna i laktoferyna [2,3].

Bakterie Desulfovibrio desulfuricans (D. desul-
furicans) naleza do rozlegtej i niejednorodnej
grupy beztlenowych bakterii redukujacych
siarczany (BRS). Zasiedlaja r6znorodne $rodo-
wiska, m.in. przew6d pokarmowy cztowieka,
stanowiac sktadnik fizjologicznej flory jelita
grubego. Nie wyklucza sie jednak mozliwosci
udziatu tych bakterii w patogenezie niektorych
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schorzen jelita grubego, gtéwnie wrzodziejace-
go zapalenia okreznicy i choroby Crohna [4,5].
Ich obecnos¢ stwierdzono roéwniez w ropniach
watroby, jamy brzusznej, moézgu, drogach z6t-
ciowych, w przypadku posocznicy oraz wy-
rostku robaczkowym i ptynie otrzewnowym
[6]. Obecnos¢ BRS utozsamia sie takze z cho-
roba przyzebia — parodontozg [7].

W aspekcie potencjalnej chorobotwoérczosci
bakterii D. desulfuricans oraz braku infor-
macji o ustrojowych zrédtach zelaza, z kto-
rych moga one korzystaé, zbadano zdolnos¢
kilku dzikich szczepéw tego gatunku do
wzrostu w obecnosci wybranych zelazopro-
tein oraz grupy prostetycznej hemoprotein
(heminy).

MATERIAE I METODY

CHARAKTERYSTYKA OBIEKTU BADAN

W badaniach wykorzystano glebowy, wzorco-
wy szczep D. desulfuricans DSM 642 z Naro-
dowej Kolekcji Kultur Typowych w Lozannie
oraz szes¢ dzikich szczepow jelitowych tych
bakterii wyizolowanych z katu (DV/A, DV/B,
DV/C, DV/H, DV/I) i bioptatu (DV/I/1) os6b
z r6znymi schorzeniami uktadu pokarmowego

[8].

PODtOZA HODOWLANE

W celu uszczuplenia wewnatrzkomorkowych
rezerw zelaza (glodzenie) i namnozenia ba-
danych izolatbw uzywano pirogronianowej
pozywki Postgate’a [9] z obnizong iloscig zela-
za. Zawarto$¢ zelaza w podlozu zmniejszano
przez 1-godzinne wytrzasanie z jonowymien-
ng zywica poliaminokarboksylowg Chelex
100 (firmy BIO-RAD), zastosowana w propor-
¢ji 5 gna 100 ml pozywki [10]. Nastepnie jonit
oddzielano przez wirowanie (45 min, 2400 xg)
i sgczenie. Do oceny wzrostu bakterii w obec-
nosci ustrojowych zrédet zelaza stosowano
wymieniong pozywke zawierajaca hemoglobi-
ne, transferyne ludzka; hemoglobing, transfe-
ryne, laktoferyne i hemine bydleca; mioglobi-
ne i cytochrom c konski (firmy Sigma) w ilosci
1,5 mg/dm? pozywki. pH podiozy hodowla-
nych doprowadzano do 7,5 1 M roztworem
NaOH. Wszystkie roztwory i pozywki sporzg-
dzano z uzyciem wody dejonizowanej. Szkto
laboratoryjne moczono w 2 M HCI, a nastep-
nie 3-krotnie ptukano wodg dejonizowang, co
pozwolito usungé sladowe ilosci zelaza.

WARUNKI PROWADZENIA HODOWLI BAKTERII
D. DESULFURICANS

Inoculum stanowita zawiesina bakterii o ge-
stosci 3 w skali McFarlanda, namnozonych na
pozywce pirogronianowej z obnizong zawar-
toscia jonow zelaza, ktérg po 24 godzinach
inkubacji w warunkach beztlenowych rozcien-
czano 10* razy, a nastepnie 10 pl wysiewano
na zestalone agarem DIFCO (15 g/dm? pozyw-
ki) podtoza state z obnizong zawartoscia ze-
laza (kontrola) lub zawierajace jego okreslone
zrodto ustrojowe. Po 48 godzinach inkubacji
na podstawie ilosci wyrostych kolonii ocenia-
no wzrost badanych izolatobw. Hodowle bak-
teryjne prowadzono w komorze MACS MG
500 (firmy ,,DW Scientific”, West Yorkshire,
England) w atmosferze zawierajacej 80%N,,
10% H, i 10% CO,, w temperaturze 30°C

ANALIZA STATYSTYCZNA
Istotnos¢ roznic miedzy Srednimi liczbami ko-
lonii izolatéw bakterii D. desulfuricans z 3 eks-
perymentow, ktorych wzrost zachodzit w obec-
nosci ustrojowego zroédta zelaza, prowadzono
jednoczynnikowg analizg wariancji (ANOVA).
Pozytywny wynik testu ANOVA umozliwit
wykonanie poréwnan wielokrotnych testem
Tukeya. Zatozenie o zgodnosci z rozktadem
normalnym weryfikowano testem Shapiro-
-Wilka, natomiast hipoteze zerowg o jednorod-
nosci wariancji sprawdzono testem Browna-
-Forsythe’a. Znamiennos¢ statystyczng przy-
jeto na poziomie istotnosci p < 0,05. Miara
rozproszenia wynikéw bylo odchylenie stan-
dardowe. Obliczenia wykonano za pomocg
programu Statistica v 6.0.

WYNIKI I DYSKUSJA

Najmniejsza ilos¢ zelaza zaspokajajaca potrze-
by bakterii Gram-ujemnych wynosi 3 x 107 M
[2, 11]. W fizjologicznym pH stezenie wol-
nych jonéw Fe(IIl) w tkankach jest duzo nizsze
(108 M) [12,13], a ponadto podczas zakazenia
zmniejsza sie¢ we krwi i ptynach ustrojowych
w konsekwencji tzw. hipoferremii infekcyjnej
[2,14]. W przewodzie pokarmowym Fe(Il) do-
stepne dla bakterii, w tym réwniez D. desulfuri-
cans, moze by¢ asymilowane za pomoca syste-
mu niskiego powinowactwa. Jednak bakterie
Desulfovibrio kolonizuja nie tylko jelito grube,
izolowano je réwniez z krwi [15,16] i wielu
tkanek objetych stanem zapalnym [6], gdzie
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stezenie wolnego Fe(III) nie wystarcza do pod-
trzymania wzrostu bakterii [12,13]. Pozyskuja
je wiec z ustrojowych zelazoprotein, a proces
ten moze zachodzi¢ poprzez kilka mechani-
zmoéw obejmujacych proteolityczny rozktad
biatka z uwolnieniem Fe(Ill) [17], redukcje
zwigzanego z nosnikiem Fe(IlI) do Fe(Il)i jego
uwolnienie [18], bezposrednie przeniesienie
Fe(Ill) z biatka na receptor powierzchniowy
komorki [18] oraz najczesciej wykorzystywa-
ne przez mikroorganizmy systemy sideroforo-
we [17]. Biosynteza wigkszosci tych systemow
jest stymulowana przy stezeniu Fe(Ill) wyno-
szacym 107 M-10°M [13], ktére wraz z we-
wnatrzkomorkows zawartoscia Fe(Il) reguluje
ich wytwarzanie [13].

W przedstawionych badaniach endogenne re-
zerwy zelaza bakterii D. desulfuricans zmniej-
szono przez tzw. glodzenie. Wyniki zaprezen-
towane w tabeli I i na rycinie 1 dowodza, ze
przy zubozonych wewngtrzkomoérkowych re-
zerwach zelaza drobnoustroje te moga je po-
zyskiwaé z wielu réznych zrodet ustrojowych,

przy czym stwierdzono miedzyszczepowe
zroéznicowanie wzrostu tych bakterii w obec-
nosci kazdej badanej zelazoproteiny (ANOVA,
p < 0,000001, tab. I). R6zny byt rowniez wzrost
prawie kazdego (oprocz DV/B) z dzikich szcze-
pow D. desulfuricans w obecnosci badanych
zrodet ustrojowych zelaza (ANOVA, ryc 1).
Najbardziej wrazliwe na brak jonow tego me-
talu okazaty sie izolaty DSM 642 oraz DV/C,
co przejawia sie¢ w porébwnaniu z pozostatymi
dzikimi szczepami mniejsza liczbg kolonii po
48 godzinach hodowli w warunkach ograni-
czonego dostepu do zelaza (kontrola; ryc. 1).
Odmienne ekosystemy dzikich szczepow je-
litowych i glebowego maja istotny wptyw na
ich zr6znicowanie fenotypowe. Stanowia one
bowiem odrebne grupy reprezentujace wtasne
biocenozy [19]. R6zna aktywnosé komoérkowa
i metaboliczna tych izolatéw Swiadczy o presji
Srodowiska na selekcje populacji o okreslonych
cechach przystosowawczych (zdolnos¢ do wy-
korzystywania okreslonych substratow energe-
tycznych, wrazliwo$¢ na jony metali) [6].
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sources, confirmed by Tukey test.

Ryc. 1. Ocena wzrostu bakterii D desulfuricans na podtozach z ustrojowymi zrodtami zelaza: p — ocena statystyczna (ANOVA) zréznicowania
wzrostu danego izolatu na podtozach zawierajacych ustrojowe Zrodta zelaza; * potwierdzona testem Tukeya statystycznie znamienna roznica
liczby kolonii otrzymanych w hodowli kontrolnej i na pozywkach z ustrojowymi zrédtami zelaza.

Fig. 1. Evaluation of D. desulfuricans growth on the media containing host iron sources: p - statistical analysis (ANOVA) of a given strain growth
on media with host iron sources; * statistically significant difference in colonies quantity on the control culture and media containing host iron




BAKTERIE DESULFOVIBRIO DESULFURICANS

Tabela I. Wzrost badanych izolatow D. desulfuricans na podtozach z réznymi ustrojowymi Zrédtami zelaza wyrazony Srednig liczba kolonii z 3
eksperymentow: p — ocena statystyczna (ANOVA) miedzyszczepowego zréznicowania wzrostu badanych izolatow na danym podtozu

Table I. The growth of investigated D desulfuricans strains on media containing different host iron sources expressed as a mean of colonies
quantity in 3 experiments: p — ANOVA of interstrain differences of the bacteria growth on a given media

Srednia liczba kolonii badanych izolatéw

Rodzaj podtoza

DSM642 DV/A  DV/B

p
(ANOVA)

DV/C DV/H Dv/I DV/1/1

Kontrola (*Fe) 57+28 219+66 229+57

68+18  158+42 176+35 191+ 50 <0,000001

Hemoglobina 439+£18  460+87 161+

364+£108 1000 £1 6036 59117 <0,000001

Zrodto Fe
pochodzenia
ludzkiego

Transferyna 406+35 230%26

424+£109 529+29 478+20  445+25  <0,000001

Mioglobina 280+£98 463+£47 181£48

319+70 499+29 108376 950+50  <0,000001

Zrodio Fe
pochodzenia
kofskiego

Cytochrom ¢ 288+27 45071 304+44

523+41  315+41 963£55 1034+57  <0,000001

Hemoglobina 319+9  593+60 233+84

362+40 10001  414£25 503 +£15 <0,000001

Transferyna 27+2 493+81 169+36

423+67 39217 5304 550+£10  <0,000001

Zrodto Fe
pochodzenia
bydlecego

Laktoferyna 310£36 358+76 16462

251+£13  435%£76 1140£36 994 +12  <0,000001

Hemina 33610 509+62 188+94

27569  239+177  603£15 616+29  <0,000001

* Szczepy gtodzone, ktorych wzrost prowadzono w warunkach ograniczonego dostepu do jonéw zelaza.

Wigkszo$¢ bakterii chorobotwoérczych i wa-
runkowo chorobotwoérczych to komensale
i patogeny, rozwijajace sie w przestrzeniach
pozakomoérkowych i nieokupujace nisz we-
wnatrzkomoérkowych. Dla tych drobnoustro-
jow najwazniejszym dostepnym Zzréodtem ze-
laza s3 gtdéwnie jego zasoby zewngtrzkomor-
kowe w postaci transferyny i laktoferyny [2].
Pierwsza z tych niehemowych Zelazoprotein
wystepuje przede wszystkim w osoczu, limfie
i ptynach tkankowych, a druga w wielu wy-
dzielinach - tzach, wydzielinie §luzowej nosa,
Slinie, sluzie oskrzelowym, sokach zotgdkowo-
-jelitowych, zotci, §luzie szyjki macicy, ptynie
nasiennym i ziarnistoSciach wydzielniczych
leukocytow wielojadrzastych [2]. W transfery-
nie i laktoferynie wystepuje pula zelaza trans-
portowanego. Wydobycie go z tych potgczen
wymaga rozerwania wigzania o wysokiej statej
powinowactwa (K = 1 - 6 x 1022 M) [2,10].

Z laktoferyny nie pozyskuje zelaza izolat D.
desulfuricans DV/A, czego dowodzi brak istot-
nej statystycznie réznicy w liczbie kolonii na
podtozu z obnizong iloscig jonow tego metalu
(kontrola) oraz zawierajagcym powyzsza zela-
zoproteine. Najefektywniej w obecnosci lakto-
feryny namnazaly si¢ izolaty DV/1i DV/I/1 (ryc.
1, tab. I). Ich wzrost byt réwnie dynamiczny
w obecnosci konskiej mioglobiny i cytochro-
mu c. Glebowy szczep DSM 642 nie wykorzy-
stywat zelaza ludzkiej i bydlecej transferyny,
o czym S$wiadczy brak istotnej statystycznie
r6éznicy wzrostu tych bakterii na podtozu z ob-
nizong zawartoscia zelaza (hodowla kontrol-
na) oraz wzbogaconym w powyzsze ustrojowe
ich zrédto (ryc. 1). Z ludzkiej transferyny i lak-
toferyny wykorzystujg zelazo chorobotwoércze
dla cztowieka gatunki rodzaju Neisseria oraz
nieinwazyjny patogen drég oddechowych,
Bordetella pertussis. Natomiast bakterie Hae-
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mophilus influenzae, bytujace na powierzchni
bton Sluzowych drég oddechowych, a wiec
w Srodowisku bogatym w laktoferyne, nie po-
zyskuja zelaza z tego biatka, pobierajg je nato-
miast z ludzkiej transferyny [2].

Wiele gatunkow bakterii (Neisseria meningiti-
dis, Haemophilus influenzae, Bordetella bron-
chiseptica, Moraxella catarrhalis, Helicobacter
pylori, Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni,
mikroorganizmy z rodzaju Rhizobium) mno-
zacych sie¢ w przestrzeniach pozakomorko-
wych, ale rowniez rozwijajacych sie w niszach
wewnatrzkomorkowych, wykorzystuje zelazo
hemoglobiny [2,20,21,22,23]. Na pozywce
zawierajacej to ustrojowe zrédto pochodzenia
tak ludzkiego, jak i bydlecego najszybciej nam-
nazat sie izolat D. desulfuricans DV/H. Nie po-
zyskiwatl natomiast zelaza z heminy. Hemoglo-
bina uwalniana jest do krwi lub ogniska rop-
nego w wyniku rozpadu czerwonych krwinek.
Jednak osocze zawiera stosunkowo niewielkie
ilosci wolnej hemoglobiny, ktéra nie podtrzy-
muje wzrostu bakterii chorobotworczych [2].
Niektoére z nich zwiekszajg dostep do zelaza
hemoglobiny przez wytwarzanie hemolitycz-
nych cytokin.

Statystyczna analiza poréwnawcza wzrostu
izolatu DV/B na podtozu z obnizong zawar-

toscig zelaza (kontrola) i w obecnosci wszyst-
kich badanych ustrojowych zrodet wykazata,
ze szczep ten nie wykorzystuje zwigzanych
w nich jonoéw tego metalu (ryc. 1).

WNIOSKI

1. Bakterie D. desulfuricans pozyskuja zelazo

z wiekszosci badanych Zrédet ustrojowych.

2. Stwierdzono miedzyszczepowe zréznico-
wanie wzrostu tych mikroorganizmoéow

w obecnosci kazdej z badanych zelazopro-

tein i heminy.

a) najwolniej namnazat si¢ glebowy szczep
DSM 642 na podtozu zawierajacym
ludzka i bydleca transferyne, nie pozy-
skujac zelaza z tego biatka,

b) izolat DV/B nie wykorzystuje zelaza
z zadnego badanego zZrédta ustrojowe-
80,

¢) najintensywniejszy wzrost cechowat
dzikie szczepy DV/I i DV/I/1 na podto-
zach z konskg mioglobing i cytochro-
mem c oraz laktoferyng bydleca,

d) zelazo hemoglobiny zaréwno ludzkiej,
jak i bydlecej najbardziej stymulowato
do wzrostu izolat DV/H.
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