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ECA - common surface antigen of the bacilli of the Enterobacteriaceae family

Abstract: Almost all the strains of bacteria belonging to the Enterobacteriaceae family share at least one common antigenic component,
ECA, which is not present in other Gram-negative and Gram-positive bacteria. From the observations made with immunofluorescence
and immunoferritin techniques, it has been concluded that ECA is localized in the outer leaflet of the outer membrane of Gram-negative
enteric bacteria. ECA is a glycolipid consisting of linear trisaccharide repeating units composed of [>3)-a-D-Fucp4NAc-(1>4)-f-D-
ManpNAcA-(1>4)-a-D-GlcpNAc-(1->]. It occurs in three structural forms: ECA,, linked to phosphatidylglycerol, ECA, ,; anchored to
LPS core region and ECA_, . not expressed on the surface. ECA is believed to be connected to the LPS outer core. However, it should
be emphasized that Yersinia enterocolitica serotype O:3 mutants defective in outer core synthesis were also ECA-immunogenic. The
genes involved in ECA biosynthesis are located in the chromosomal wec gene cluster, from wecA to wecG and the ECA expressions is
downregulated at host temperature. So far, ECA has been thoroughly analyzed at the structural and genetic level, however, its significance
in vivo has been investigated in relatively few studies. ECA has been linked to pathogenesis in several species of bacteria, although this
function seems to differ between the species. ECA has been shown to be involved in the flagellar assembly and motility in Serratia marcescens
Also, the ECA-negative mutants of Salmonella enterica serovar Typhimurium proved to be significantly less virulent than the parental strain.
ECA as a marker of Enterobacteriaceae family is a valuable indicator of water and food contaminations with enteric bacteria.

1. Discovery history. 2. Occurrence. 3. Chemical characterization. 4. Forms of ECA. 5. Genetics of ECA biosynthesis. 6. The immunogenic
properties. 7. Localization of ECA in the bacterial cell and methods of its detection. 8. Biological significance. 9. Application. 10. Summary
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1. Historia odkrycia

W drugiej polowie ubieglego stulecia badacze
zwrdcili szczegdlna uwage na poszukiwanie antygenow
wspolnych dla réznych gatunkéw bakterii, zaréwno
tych bezwzglednie patogennych jak i chorobotwor-
czych warunkowo (oportunistycznych), w kontekscie
potencjalnego wykorzystania ich w diagnostyce i pro-
tilaktyce chordb zakaznych. Szczegdlne zainteresowanie
wzbudzil, odkryty w 1963 roku przez Calvina Kunina
w paleczkach rodziny Enterobacteriaceae antygen
wspolny - CA (Common Antigen), nazwany pozniej
na cze$¢ odkrywcey antygenem Kunina, a obecnie ECA
(Enterobacterial Common Antigen, wspolny entero-
bakteryjny antygen). Kunin ujawnil jego obecnos¢
w czasie badan nad infekcjami ukfadu moczowego
powodowanymi przez rézne szczepy Escherichia coli.
Celem badan bylo wykrycie obecnosci przeciwcial
anty-E. coli oraz badanie stopnia serologicznych reak-
¢ji krzyzowych pomiedzy réznymi serotypami O E. coli.
W czasie badania naukowiec wykorzystywal zdolnos¢
145 szczepdw reprezentujacych wigkszos¢ znanych
O serotypow E. coli do oplaszczania erytrocytéw (RBC),

celem umozliwienia im aglutynacji zaréwno z wykorzy-
staniem surowicy homologicznej jak i heterologiczne;j.
Nieoczekiwanie odkryl, ze aglutynacja erytrocytow
oplaszczonych wszystkimi badanymi serotypami E. coli
miata miejsce nawet przy wykorzystaniu surowicy hete-
rologicznej. Najwyzsza krzyzowa reaktywnos¢ wykazy-
waly surowice odpornosciowe E. coli O14, a takze E. coli
056, 0124 i O144. Krzyzowo reagujace przeciwciala
mozna bylo usuna¢ z surowicy anty-E. coli O14 poprzez
adsorpcje ekstraktem dowolnego szczepu E. coli, nato-
miast nadal w tej surowicy pozostawaly przeciwciala
reagujace ze szczepem homologicznym [32]. Na uwage
zasluguje réwniez fakt, ze rok przed Kuninem, Bro-
dhage z paleczek Salmonella wyekstrahowal za pomoca
mocznika, wspolny antygen, ktéry nazwal antygenem
~C” (common) [13]. Antygen ten wykazywat reaktyw-
no$¢ z surowicami odpornosciowymi uzyskanymi dla
niespokrewnionych serologicznie pateczek Salmonella
oraz z surowicg anty-Shigella sonnei. Pdzniejsze bada-
nia, z uzyciem monospecyficznych surowic anty-ECA
dowiodly tozsamos¢ antygenu ,C” z ECA, ktorego
obecna nazwa oddaje jego szeroka specyficznos¢ dla
paleczek rodziny Enterobacteriaceae.
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2. Wystepowanie

Dalsze badania nad wystgpowaniem ECA wyka-
zaly, Ze jest on obecny we wszystkich dzikich szcze-
pach rodziny Enterobacteriaceae, podczas gdy inne
Gram-ujemne oraz Gram-dodatnie bakterie go nie
posiadajag. Niemniej jednak znane s3 wyjatki, odbie-
gajace od tej reguly [30]. Nie udokumentowano obec-
nosci ECA u jednego szczepu Proteus vulgaris, Proteus
mirabilis, E. coli i Erwinia chrysanthemi oraz u poje-
dynczych szczepdw Morganella morganii i Providen-
cia rettgeri.

Badania z uzyciem przeciwciala monoklonalnego
swoistego dla ECA (mAb 898) zaowocowaly wykryciem
niewielkich ilosci ECA w traktowanych wysoka tempe-
raturg supernatantach Actinobacillus equuli i Actinoba-
cillus suis. Wyniki te nie zostaly jednak potwierdzone
analizami chemicznymi, ktére wykazaly brak charak-
terystycznych skladnikéw ECA w obydwu gatunkach.
Wykluczono takze hipoteze, wykonujgc badania che-
miczne lipopolisacharydéw (LPS) tych szczepdw, ze
reakcje krzyzowe z mAb 898, wynikajg z istnienia ECA
przylaczonego do lipopolisacharydu (tzw. ECA ) [12].

Analiza chemiczna i serologiczna ECA wyizolowa-
nego z Plesiomonas shigelloides nalezacego do rodziny
Vibrionaceae, wykazala, ze charakteryzuje sie¢ on iden-
tycznym skladem chemicznym i wlasciwosciami sero-
logicznymi jak ECA pochodzacy z enterobakterii [9].
Ostatecznie, na podstawie przeprowadzonych analiz
molekularnych genomu tej bakterii, przeniesiono ten
gatunek do rodziny Enterobacteriaceae [41].

Wartos¢ ECA, jako dodatkowego kryterium tak-
sonomicznego ilustruje jego obecnos¢ w gatunkach
Yersinia, a brak w Pasteurella haemolytica i Pasteurella
multocida, co bylo podstawg eliminacji rodzaju Yersinia
z rodzaju Pasteurella i przeniesienia do rodziny Entero-
bacteriaceae, jako nowy rodzaj [11].

Wart podkreslenia pozostaje rowniez fakt obecnosci
ECA w Tatumella ptyseos i Xenorhabdus, poniewaz
pateczki tych dwoch rodzajow reprezentuja nietypo-
wych przedstawicieli Enterobacteriaceae [30].

TIlosciowe badania poréwnawcze ECA prowadzone
na ponad 184 szczepach ujawnily réznice w zawartosci
ECA, ktére wydaja si¢ by¢ specyficznym ilosciowym
markerem mogacym postuzy¢ w diagnostyce réznych
rodzajow i gatunkéw enterobakterii. Zréznicowanie
poziomu ECA w szczepach bakteryjnych mozna wyka-
za¢ w teScie zahamowania hemaglutynacji biernej. Ilo$¢
antygenu okres$lano w umownych jednostkach inhibi-
torowych przypadajacych na ekstrakt, ktéry uzyski-
wano z miligrama suchej masy bakteryjnej. Najwyzsza
zawarto$¢ ECA wykazywaly paleczki Shigella, Citrobac-
ter i Enterobacter (powyzej 200 jednostek na mili-
gram), o polowe nizszg paleczki rodzaju Escherichia,
Klebsiella, Yersinia i Salmonella (okoto 100 jednostek
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na miligram), najnizszg zas, bo 0.4 do 70 jednostek na
miligram stwierdzono w szczepach z rodzaju Serratia,
Proteus i Providencia [25].

3. Charakterystyka chemiczna

Odkrycie wspolnego antygenu pateczek jelitowych
zapoczatkowalo badania, ktérych celem bylo uzyska-
nie czystego preparatu ECA, a nastepnie okreslenie
jego struktury chemicznej. Bardzo istotne znaczenie
mialy badania przeprowadzone w 1978 roku przez
Minnel i Mayer’a, ktorzy wyizolowali ECA ze szczepu
Salmonella enterica sv. Montevideo SH94. Badany anty-
gen uzyskano dzieki potaczeniu dwdch réznych metod
ekstrakcyjnych, opracowanych wezesniej w celu izolacji
lipopolisacharyddw, tj. metody Westphala (ekstrakcja
fenolowo-wodna na goraco) oraz metody Galanosa
(ekstrakcja mieszaning fenol: chloroform: eter naftowy).
Analiza chemiczna uzyskanego materialu wykazata,
ze jest on liniowym heteropolimerem zlozonym z dis-
acharydowych powtarzajacych si¢ jednostek, ktore
sktadaja si¢ z N-acetylo-D-glukozaminy (GlcNAc)
i kwasu N-acetylo-D-mannozaminouronowego (Man-
NAcA) [39]. Odmienna struktura chemiczna ECA
zostala natomiast przedstawiona przez Lugowskiego
i Romanowska, ktoérzy wyizolowali ECA ze szczepu
Shigella sonnei 9773. Na podstawie przeprowadzonych
badan strukturalnych wykazano, ze antygen wspolny
jest polimerem zlozonym z trisacharydowych powta-
rzajacych sie jednostek cukrowych, ktore utworzone
s3 z dwoch czasteczek ManNAcA 1 jednej czasteczki
GlcNAG, ktorej reszty byly nieekwimolarnie O-acyty-
lowane [36]. Stwierdzono takze, obecnos¢ niewielkiej
ilosci kwasow ttuszczowych. W 1983 roku zapropo-
nowana wczesniej struktura chemiczna ECA, zostata
zweryfikowana. Za pomocg nowej wowczas techniki
- spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR), wykazano obecnos¢ trzeciego sktadnika anty-
genu wspolnego, tj. N-acetylo-4-amino-D-fukozy
(Fuc4NAc) [37]. Stad, obecnie wiadomo, ze ECA zbu-
dowany jest z trisacharydowych powtarzajacych si¢
jednostek o sekwencji: [+3)-a-D-Fucp4NAc-(1->4)-f-
D-ManpNACcA-(1>4)-a-D-GlcpNAc-(1->], ktdére ule-
gaja polimeryzacji tworzac polisacharyd ECA o réznej
diugosci tancucha [14, 23].

4. Formy ECA

W obrebie pateczek jelitowych stwierdzono wyste-
powanie trzech form ECA, okreslanych jako ECA,.,
ECA . i ECA .. Wszystkie formy ECA charaktery-
zujg si¢ obecnoscia czgsci polisacharydowej. Roznig sig
natomiast pod wzgledem obecnosci czgsci lipidowej
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lub jej brakiem, lokalizacji w komoérce bakteryjnej oraz
wlasciwosciami immunogennymi (rys. 1) [14, 29].
ECA,, to najlepiej poznana forma, ktéra wystepuje
u wszystkich przedstawicieli rodziny Enterobacteria-
ceae. Stanowi okoto 0,2% suchej masy komoérki bak-
teryjnej. Cze$¢ cukrowa antygenu zwigzana jest kowa-
lencyjnie za pomoca redukujacego konca czasteczki
(GlcNAc) z resztg fosforanowyg L-fosfatydyloglicerolu
(czgs¢ lipidowa), do ktorego w pozycjach C-1 1 C-2
za pomocy wigzania estrowego przylaczone sa odpo-
wiednie kwasy tluszczowe [17, 23, 24, 28, 30]. Obec-
nos$¢ komponentu lipidowego jest niezmiernie istotna,
gdyz umozliwia zakotwiczenie ECA w obrebie blony
zewnetrznej $ciany komorkowej Enterobacteriaceae,
dzieki czemu pelni on role antygenu powierzchnio-
wego [9]. Jezeli w wyniku traktowania fosfolipazg A,
zostanie odlgczony jeden kwas tluszczowy lub gdy
na skutek dzialania fosfolipazy D, nastapi catkowite
usuniecie wszystkich kwaséw tluszczowych z L-fos-
fatydyloglicerolu, wowczas ECA traci swoja zdolnos¢
do oplaszczania RBC, ale zachowuje antygenowosc.
Absolutne usuniecie kwasow tluszczowych z molekuty
ECA moze nastgpowaé takze w przypadku dzialania
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tzw. czynnika ,,Pseudomonas Factor” (PF). Czynnik
ten produkowany jest przez Pseudomonas aeruginosa
i wydaje si¢ by¢ egzoenzymem (lub mieszaning egzo-
enzymow) dzialajacym w obrebie czgsci lipidowej ECA,
ktéry uwalnia wszystkie kwasy ttuszczowe, podobnie
jak typowe lipazy. Rowniez w tym wypadku skutkuje
to utrata zdolnosci ECA do oplaszczania erytrocytow
i tym samym zanikiem reaktywnosci z przeciwciatami
anty-ECA w testach hemaglutynacji biernej, nie wplywa
jednak na fancuch cukrowy, odpowiedzialny za wtasci-
wosci serologiczne antygenu wspolnego. Jak wykazano,
juz oddzielenie jednej reszty kwasu tluszczowego skut-
kuje utratg charakterystycznego obrazu ECA przypomi-
najacego ,,skrzydla ptaka” w procesie immunoelektro-
foretycznym, jak i zdolnos$cig do oplaszczania krwinek
czerwonych [28]. ECA,_ nie wykazuje wlasciwosci
immunogennych, stad nazywany jest takze czasami
»haptenowym” ECA, poniewaz nie stymuluje produk-
cji specyficznych przeciwcial, jezeli nie jest zwigzany
z odpowiednim nos$nikiem biatkowym [9, 26, 30].
ECA_, jest formg immunogenng, ktéra wystepuje
réwnolegle z ECA ;. na powierzchni komérek bakte-
ryjnych. Forma ta charakteryzuje sie przytaczeniem
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Rys. 1. Formy wystepowania ECA i ich lokalizacja w komorce bakteryjnej. Powtarzajaca si¢ jednostka:
[3)-a-D-Fucp4NAc-(1>4)-B-D-ManpNAcA-(1>4)-a-D-GlcpNAc-(1->]
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tancucha weglowodanowego poprzez region rdze-
niowy LPS do lipidu A [54]. Obecnos¢ ECA, ,, wyka-
zano u pozbawionych tancucha O-swoistego mutantow
szorstkich (R) E. coli posiadajacych pelny region rdze-
niowy LPS typu coli R1, R4 i K-12, a zatem zbudowany
z rdzenia zewnetrznego i wewnetrznego. Nie stwier-
dzono natomiast jego wystepowania u mutantéw E. coli
defektywnych w biosyntezie rdzenia zewnetrznego [30].
Dowiedziono, ze jedynie kompletny region rdzeniowy
LPS E. coli moze stuzy¢ jako akceptor ECA. Ponadto,
badania dotyczace innego przedstawiciela Enterobac-
teriaceae, tj. P. mirabilis potwierdzity, ze ECA ,  wyste-
puje wylacznie u szczepéw, ktdre posiadaja pelny
region rdzeniowy LPS. Mutanty tej bakterii pozbawione
rdzenia zewngtrznego nie produkowaty ECA . [15].
Wyjatek stanowi Yersinia enterocolitica serotypu O:3,
gdzie ECA przylaczony jest do wewnetrznego regionu
rdzeniowego LPS, a doktadnie do jednej z dwoch
reszt kwasu 3-deoksy-D-manno-oktulozonowego (Kdo)
[46, 49, 50]. Za pomocg analiz chemicznych wyka-
zano kowalencyjne wigzanie pomiedzy ECA a LPS
z fazy 11 Shigella sonnei, a tym samym udowodniono
istnienie ECA , [18].

ECA_, to szczegdlna forma ECA, ktéra nie wyste-
puje na powierzchni komorki bakteryjnej, lecz zgro-
madzona jest w przestrzeni peryplazmatycznej, zlo-
kalizowanej miedzy blona wewnetrzng i zewnetrzng
$ciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych. Forma
ta pozbawiona jest czesci lipidowej, co umozliwia
jej rozpuszczalno$¢ w wodzie. Polisacharyd ECA_, .,
w przeciwienstwie do ECA, nie zawiera fosfoglice-
rydowego aglikonu, tworzy cykliczny weglowodan
o masie 2,4 kDa w przypadku E. coli K-12 [16, 23]. Ana-
liza strukturalna oczyszczonego preparatu cyklicznego
ECA pochodzacego z E. coli K-12 wykazala, ze sktada
sie on z czterech trisacharydowych powtarzajacych
sie jednostek, zawierajacych od 0 do 4 grup O-ace-
tylowych, ktére podobnie jak w przypadku ECA,,
przylaczone sa w pozycji C-6 GlcNAc. Dla poréwna-
nia, ECA_, . wyekstrahowany z S. sonnei fazy I zawiera
od 4-6 trisacharydowych powtarzajacych sie jedno-
stek, a zatem stopien polimeryzacji molekut cyklicz-
nego ECA, pochodzacego z réznych Gram-ujemnych
enterobakterii nie wydaje si¢ by¢ identyczny [23, 24].
Ponadto wykazano, ze wigzanie glikozydowe znajdujace
sie pomigdzy ManNacA i GIcNAc moze wystepowac
w wiecej niz jednym stanie konformacyjnym. Cykliczna
forma wspolnego enterobakteryjnego antygenu krysta-
lizuje w dwoéch charakterystycznych formach: jednej,
przyjmujacej catkowicie kwadratowa strukture i dru-
giej, o ksztalcie nieznacznie pochylonego rombu [4].
Cykliczna forma ECA, zostala wykryta w ekstraktach
komoérkowych otrzymanych z S. sonnei fazy 1, Yersinia
pestis i P, shigelloides, natomiast nie stwierdzono jej
obecnosci w ekstrakcie komoérkowym P, aeruginosa
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[4, 23]. Dostgpne dane sugerujg, iz ECA . moze wyste-
powaé u wszystkich przedstawicieli rodziny Entero-

bacteriaceae [24].

5. Biosynteza ECA i jej kontrola genetyczna

Synteza antygenu wspolnego odbywa sie¢ po cyto-
plazmatycznej stronie blony wewnetrznej i przebiega
w trzech etapach, z ktérych kazdy jest uzalezniony od
poprzedniego. Substratami w procesie biosyntezy ECA
s3 odpowiednie aktywne formy cukréw. Dodawane sa
one sukcesywnie do endogennego lipidowego akceptora,
jakim jest undekaprenylomonofosforan (Und-P) [6, 21].

Synteza ECA rozpoczyna si¢ od utworzenia trisa-
charydowej powtarzajacej si¢ jednostki. W pierwszym
etapie nastepuje transfer GlcNAc-1-fosforanu z UDP-
-GlcNAc na nosnik lipidowy (undekaprenylomono-
fosforan), w wyniku ktorego powstaje GlcNAc-P-P-
-undekaprenol, czyli tzw. lipid I, bedacy pierwszym
lipidowym intermediatem. Proces ten katalizowany
jest przez WecA, integralne biatko blonowe, ktérego
aktywnos$¢ uzalezniona jest od obecnosci jondw Mg
i zostaje zahamowana pod wplywem dzialania anty-
biotyku - tunikamycyny [6, 33]. W drugim etapie,
ManNACcA jest przenoszony z UDP-ManNAcA na
powstaly wczesniej lipid I, dajac ManNAcA-lipid I,
zwany takze lipidem II. Ostatnim krokiem jest trans-
fer Fuc4NAc z TDP-Fuc4NAc, co skutkuje powstaniem
Fuc4NAc-lipid 1T (Fuc4NAc-ManNAcA-GlcNAc-PP-
-Und), czyli lipidu III. Fakt, iz biosynteza heteropo-
lisacharydowego tancucha ECA rozpoczyna si¢ od
utworzenia GIcNAc-P-P-undekaprenolu wydaje sieg
potwierdza¢, ze GlcNAc jest konncowym redukujacym
aminocukrem. Geny odpowiedzialne za biosynteze
ECA w wiekszo$ci zlokalizowane sg w obrebie klastra
genow wec, dawniej zwanego rfe-rff. Oba wymienione
klastry genow, tj. rfe i rff wystepuja w obrebie chro-
mosomu bakteryjnego, na 83 minucie w przypadku
Salmonella i 85 minucie u E. coli. Sekwencje nukleoty-
dowe klastra wec (14 kb) zawierajg 12 otwartych ramek
odczytu (tabela I) [6, 7, 21, 23, 40, 52, 54].

Utworzone molekuly lipidu III stanowig punkt
wyjécia do syntezy polimeru ECA i sg nastepnie prze-
noszone do przestrzeni peryplazmatycznej z udzia-
tem flipazy WzxE. W peryplazmie zachodzi proces
polimeryzacji poszczegolnych powtarzajacych sie tri-
sacharydowych jednostek ECA wediug mechanizmu
tzw. ,,blokowej polimeryzacji’, ktory katalizowany jest
przez produkt genu wzyE. Ponadto, w proces polime-
ryzacji ECA,,, zaangazowany jest takze tzw. modulator
dlugosci faiicucha polisacharydowego, Wzz,,, ktory
odpowiada za uzyskanie polimeru zfozonego z od 1 do
14 powtarzajgcych si¢ jednostek. Biatko Wzz, ., w przy-
padku E. coli K-12 kodowane jest przez gen 0349.
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Tabela I
Funkgje klastra gendw wec [6, 40, 43, 54]
Gen Funkcja genetyczna

wecA Synteza GlcNAc-transferazy biorgcej udzial w tworzeniu Lipidu I
wecB Synteza UDP-GIcNAc-2-epimerazy uczestniczacej w syntezie UDP-ManNAcA
wecC Synteza UDP-ManNAc-dehydrogenazy bioracej udzial w syntezie UDP-ManNAcA
wecG Synteza ManNAcA-transferazy bioracej udzial w tworzeniu Lipidu IT
rmiB, ., | Synteza TDP-glukozooksydoreduktazy biorgcej udziat w tworzeniu dTDP-4-keto-6-deoksyglukozy
rmlA, | Synteza TDP-glukozopirofosforylazy przeksztalcajacej glukozo-1-fosforan w dTDP-glukoze
wecD Synteza acetylotransferazy przeksztalcajacej TDP-Fuc4NH, w TDP-Fuc4NAc
wecE Synteza transaminazy przeksztalcajacej TDP-4-keto-4,6-dideoksy-glukoz¢ w TDP-Fuc4NH,
wecF Synteza Fuc4NAc-transferazy przenoszacej Fuc4NAc na Lipid II; tworzenie Lipidu III
wzzE Regulacja diugosci tancucha
wzy Polimeryzacja ECA
wzxE Translokacja ECA

Niewyjasnionym pozostaje fakt, na jakiej drodze
powstaje cykliczna forma ECA. Przypuszcza sie, ze
cyklizacja moze wymaga¢ tworzenia wigzania O-gli-
kozydowego, bedacego wynikiem transferu reduku-
jacego konca GlcNAc z undekaprenylopirofosforanu
wigzacego linearny fancuch cukrowy, na nieredukujacy
koniec Fuc4NAc tego samego fanicucha. Nie wiadomo
réwniez, jak dochodzi do transferu tancuchéw poli-
sacharydowych na fosfoglicerydowy aglikon, tworze-
nia ECA,, oraz jego pdzniejszej translokacji do btony
zewngtrznej [7, 21, 23, 24].

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano,
ze za przylaczenie grup O-acetylowych w pozycji C-6
GlcNAcw ECA, i ECA . odpowiada O-acetylotrans-
feraza bedaca wewnatrzblonowym bialkiem, ktore
kodowane jest przez gen wecH. Nie sa jednak znane
szczegbly dotyczace reakcji katalizowanej przez WecH
i nie wiadomo takze, na jakim etapie sktadania tancu-
cha polisacharydowego ECA moze zachodzi¢ proces
O-acetylacji za posrednictwem tego enzymu. Wydaje
sie jednak, ze rol¢ donora podstawnikéw O-acetylo-
wych w tym procesie pelni acetylo-CoA, a sama reakcja
zachodzi podczas skladania lipidu II po cytoplazma-
tycznej stronie blony wewnetrznej, przed translokacja
z udziatem WzxE w poprzek blony wewnetrznej. Nie
uzyskano jednak do tej pory zadnych danych ekspe-
rymentalnych, ktére moglyby potwierdzi¢ powyzsze
spekulacje [24].

W biosynteze ECA zaangazowane sg rowniez geny
nalezace do klastra wba, odpowiadajace za powstawanie
enzymow niezbednych do syntezy tfancuchéw O-swo-
istych LPS. Mutacje genéw wystepujacych w obrebie
klastra wba prowadza do zahamowania syntezy jedno-
stek cukrowych O-antygenu, skutkuje to utworzeniem
lipopolisacharydu zbudowanego wytacznie z lipidu A
i rdzenia, co umozliwia powstanie ECA .. Biosynteza

ECA ,, wymaga takze prawidlowego funkcjonowania

gendow odpowiedzialnych za powstawanie komplet-
nego rdzenia LPS (klaster gendéw waa) oraz genu waal,
ktory koduje O-translokaze (Waal) przenoszacg ECA
na rdzen LPS. Modulacja diugosci fancucha ECA,
z udziatem Wzz__ jest niezalezna od dziatania Waal
[30]. Nieoczekiwanie wykazano u Y. enterocolitica sero-
typu O:3 obecnos¢ zaréwno tancucha O-swoistego jak
i ECA , przylaczonych do tej samej molekuty LPS.
Niewyjasnionym pozostaje fakt, czy komorka bakte-
ryjna syntetyzuje wszystkie czasteczki LPS zawierajace
ECA i O-antygen, czy tez produkowane s3 molekuly
posiadajace albo ECA albo antygen O-swoisty [44].
W przypadku Salmonella enterica sv. Typhimurium do
biosyntezy ECA oprdcz gendw wec, niezbedne jest takze
dziatanie wspomnianych genéw wba, ktore zwigzane
sg z regionem his (his-linked wba region). Dobrym
przykladem jest gen rmlA, kodujacy enzym: TDP-glu-
kozo-pyrofosforylaze. Katalizuje on powstawanie TDP-
-glukozy, bedacej prekursorem TDP-Fuc4Nac, donora
reszty Fuc4NAc, ktora uczestniczy w biosyntezie ECA
[35]. Pomimo opisanego powyzej procesu biosyntezy
ECA, nie zostal on jednak jak dotad wyczerpujaco
poznany.

6. Wlasciwosci immunogenne

Wisrdd bakterii rodziny Enterobacteriaceae, wyrdz-
nia sie szczepy ECA-immunogenne i ECA-nieimmu-
nogenne [30]. Pewne $wiatlo na immunogennos¢ ECA
rzucila seria badan, w ktorych materialem wyjsciowym
byly mutanty R. Dzigki wykonanym do$wiadczeniom,
wykazano, ze wysoce immunogenny szczep E. coli
014:K7, uwazany za szczep gladki (syntetyzujacy LPS
zbudowany z lipidu A, pelnego regionu rdzeniowego
ifanicucha O-swoistego), jest w rzeczywisto$ci mutantem
szorstkim. Skutkiem tego przypuszczano, ze produkcja
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LPS pozbawionego tanicucha O-swoistego jest warun-
kiem koniecznym dla ujawnienia si¢ immunogen-
nosci antygenu Kunina. Stwierdzono takze, ze szcze-
pienie zwierzat doswiadczalnych zaréwno zywymi jak
i martwymi komorkami bakterii form gladkich, nie
indukuje produkeji przeciwcial anty-ECA [27]. Prze-
fomowym badaniem okazala si¢ ekstrakcja surowych
preparatéow ECA 85% etanolem, dzigki ktorej wyka-
zano réznice pomiedzy ECA,, a ECA . W przy-
padku szczepéw ECA-nieimmunogennych (gladkich)
otrzymano calkowite oddzielenie frakcji nierozpusz-
czalnej w etanolu zawierajacej LPS od rozpuszczalnej
frakcji ECA,.. Z kolei szczepy ECA-immunogenne
(szorstkie) obejmowaty frakcje rozpuszczalng ECA,,
a takze frakcje nierozpuszczalng zawierajaca LPS i ECA,
ktérym okazal si¢ by¢ ECA ., warunkujacy ich immu-
nogenno$¢ [30, 31]. Waznym krokiem w zrozumieniu
immunogennosci ECA bylo odkrycie, ze niektore
mutanty szorstkie R E. coli i Shigella charakteryzowaty
sie wlasciwos$ciami ECA-immunogennymi, podobnie
jak E. coli O14:K7. Zawiesiny tych mutantéw, po zabiciu
wysoka temperaturg byly immunogenne, a wiekszo$¢
ich ECA byta nierozpuszczalna w etanolu. Wtasciwosci
te byly jednak ograniczone do pewnych typéw rdzeni
LPS, oznaczanych jako R1, R4 i K-12. Immunogenno$¢
ECA zalezy od chemotypu LPS mutantéw szorstkich
oraz od sposobu przygotowania zawiesiny bakteryjnej,
ktora szczepi si¢ zwierzeta doswiadczalne (ogrzewanie
zawiesiny w roznej temperaturze, dzialanie czynnikami
chemicznymi). Badajac wlasciwos$ci immunogenne
szczepu E. coli 014:K7 i mutantéw E. coli o typie czesci
rdzeniowej R1, stwierdzono, ze szczepy te stymuluja
wytwarzanie przeciwciat anty-ECA, jesli wprowadzono
je w postaci supernatantu hodowli lub ogrzewanych
zawiesin. Szczepionki z innych szczepdw, sporzadzone
w analogiczny sposob, zawieraly nieimmunogenny
antygen ECA o tej samej swoistosci serologicznej. Te
wyjatkowe cechy pierwszej z grup wymienionych szcze-
pow oraz fakt, ze alkalizacja preparatu ECA zwiekszala
jego powinowactwo do powierzchni krwinek czerwo-
nych nasun¢lo wniosek, ze determinanta antygenowa
ECA jest albo czgscig LPS albo tworzy z nig silnie zwig-
zany kompleks [19]. W tym drugim przypadku silne
powigzanie z lipopolisacharydem mogloby ttumaczy¢
fakt, iz immunogennos¢ ECA nie obniza si¢ w czasie
ogrzewania [27]. Immunogennos¢ ECA . jest zacho-
wana kiedy to frakcja etanolo-rozpuszczalna i frakcja
etanolo-nierozpuszczalnego LPS sa oddzielnie wstrzyk-
niete temu samemu zwierzeciu [30]. Jednak z drugiej
strony ten sam ECA . podany razem z LPS, traci cha-
rakter immunogenu. Zjawisko to nazwane zostato
»immunosupresja zwiazang z antygenem’. Podobny
wplyw na wlasciwosci immunogenne ECA wywiera
takze lipid A, kardiolipina, Triton X-100, Tween-20
i gangliozydy [45]. Supernatant kultury P. aeruginosa
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zawiera wspomniany wczesniej czynnik PE ktory
modyfikuje reszte lipidowg ECA, .. Inkubacja ECA,,
z tym czynnikiem powoduje zniszczenie jego immu-
nogennosci, podczas gdy na immunogennos¢ ECA |
nie wywiera on zadnego wptywu [51]. Ze wzgledu na
mala mase¢ molekularna, ECA moze by¢ immunogenny
tylko wtedy gdy jest zwigzany kowalencyjnie z nosni-
kiem: z LPS w przypadku ECA . lub z biatkami w przy-
padku ECA, [30]. ECA, . zasocjowany z proteinami
jest zdolny do indukcji przeciwcial jesli jest wstrzyk-
niety dozylnie krélikom [38]. Pomimo tego, ze ECA
produkowany byt tylko przez mutanty R typu coli
R1, R4 i K-12 syntetyzujace pelny region rdzeniowy,
to jego obecno$¢ wykazano u mutantéw szorstkich
Y. enterocolitica O:3 pozbawionych rdzenia zewnetrz-
nego. Dowiedziono, iz ECA w badanych mutantach R
Y. enterocolitica O:3 przylaczony byt do wewnetrznego
regionu rdzeniowego LPS. Ponadto udowodniono, ze
ekspresja ECA w badanych mutantach zalezy od tem-
peratury i byla efektywniejsza w 22°C niz w 37°C [44,
46, 48, 49, 50].

Obecnos¢ przeciwcial anty-ECA klasy IgG zaob-
serwowano réwniez u zdrowych, dorostych ludzi. Tak
wysoka czestos¢ wystepowania tych przeciwcial jest
zapewne uwarunkowana cigglym kontaktem organi-
zmu czlowieka z przedstawicielami rodziny Entero-
bacteriaceae zasiedlajacymi przewdd pokarmowy.
Przeciwciata swoiste dla ECA wykrywano najcze$ciej
i w najwyzszym mianie w przypadku osob chorujacych
na zapalenie stawdw [53].

7. Lokalizacja ECA w komorce bakteryjnej
i sposoby jego detekcji

Zwigzany z komorka bakteryjng ECA charakteryzo-
wal sie dobra reaktywnoscig z monoswoistg surowica,
co wykazano w te$cie biernej hemaglutynacji, a takze
w innych technikach serologicznych tj.: bierna hemo-
liza, zahamowanie biernej hemaglutynacji lub bierne;
hemolizy oraz immunoprecypitacja. Fakt ten prze-
mawial za obecnoscig tego antygenu na powierzchni
bakterii, co potwierdzity wyniki uzyskane przez wielu
badaczy [30]. W 1980 roku, Rinno i wsp. przeprowa-
dzili badania nad rozmieszczeniem ECA w komoérkach
mutantéw R E. coli, stosujac technike immunofluore-
scencji i frakcje immunoglobulin G znakowanych fer-
rytyna. Okazalo si¢, ze ECA-immunogenne szczepy
E. coli (F470, F2387) znakowaly sie silniej niz szczepy
ECA-nieimmunogenne (F614). Mutanty ECA-ujemne
(F1283, F1327) nie reagowaly z IgG znakowanymi fer-
rytyna. Komorki szczepu F470 wykazywaly wysoka
fluorescencje na calej swojej powierzchni, podczas
gdy na powierzchni komoérek szczepu E.coli F614
obserwowano tylko nieliczne skupiska fluorescen-
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cyjne. W przypadku szczepow E. coli ECA-ujemnych
nie zaobserwowano zadnej fluorescencji. Otrzymane
wyniki wskazywatly na lokalizacje ECA w membra-
nie zewnetrznej, a takze sugerowaly zdecydowanie
lepsza ekspozycje ECA w szczepach ECA-immuno-
gennych (zawierajgcych oprécz ECA, , takze ECA )
niz w szczepach ECA-nieimmunogennych (zawiera-
jacych tylko ECAPG) [55]. Badania, technikg ,whole
mount” z uzyciem znakowanych zlotem lub ferrytyna
przeciwcial drugorzedowych nad rozmieszczeniem

ECA (ECA,, ECA ) na powierzchni bakterii podjat

w 1986 roku Acker i wsp. Dwa lata pdzniej, badacze

ci poszukiwali lokalizacji ECA w membranie lub cyto-

plazmie komorki, stosujac technike mikroskopii elek-
tronowej z uzyciem znakowanych zlotem przeciwcial

drugorzedowych [1].

Otrzymane rezultaty badan nad topologia ECA

w komorce bakteryjnej mozna podsumowaé w naste-

pujacy sposoéb:

1) ECA jest sktadnikiem blony zewnetrznej wszystkich
jak dotad zbadanych pateczek rodziny Enterobacte-
riaceae [2].

2) Komorki szczepdw, ktére oprécz ECA, . zawierajg
dodatkowo ECA, ., wykazuja geste, regularne zna-
kowanie ferrytyna lub ztotem [2].

3) Komorki szczepow, ktére zawierajg tylko ECA . cha-
rakteryzuja si¢ punktowym znakowaniem mniejszej
gestosci [2].

4) Pozbawione otoczki szczepy E. coli wykazujg wyraz-
nie lepsza gesto$¢ znakowania [2].

5) W formach S paleczek Y.enterocolitica O:3, np.
szczepie Ye75S, ECA . jest zakotwiczony w mem-
branie zewnetrznej i catkowicie przykryty przez fan-
cuchy O-antygenu. Wczesniejsze badania (technika
SDS/PAGE) przeprowadzone dla LPS tego szczepu
wykazaty, ze kiedy szczep ten hodowano w tempe-
raturze 40°C, nastepowal znaczacy wzrost liczby
niepodstawionych przez O-antygen odcinkéw rdze-
nia. Rezultaty te pozostawaly w zgodzie z faktem, ze
catkowite znakowanie bylo obserwowane na mikro-
grafach, tylko wtedy, gdy komoérki hodowane byly
w 40°C, podczas, gdy w tych hodowanych w 22°C
nie obserwowano znakowania ferrytyna. Na podsta-
wie tych wynikéw wywnioskowano, ze w komdrkach
Ye75S hodowanych w 22°C O-antygen catkowicie
przykrywal ECA, natomiast w komoérkach hodo-
wanych w 40°C, kiedy wzrastat poziom LPS typu
szorstkiego, ECA byt znacznie lepiej dostepny dla
przeciwcial. Przedstawione powyzej wyniki kore-
spondowaly z rezultatami otrzymanymi dla mutanta
Ye75R z niekompletnym regionem rdzeniowym,
w przypadku ktorego zaobserwowano geste znako-
wanie ferrytyng. Rezultaty te wyjasnialy brak aglu-
tynacji bakterii form S z surowicami anty-ECA,
podczas gdy, mialo to miejsce dla mutantéw R [3].

6) Badania, z uzyciem dwoch roznych przeciwcial
monoklonalnych (jednego przeciwko ECA i dru-
giego przeciwko antygenowi K1 E. coli) technika
podwojnego znakowania i obserwacji w mikrosko-
pie elektronowym wykazaly, ze znakowane zlotem
ECA znajdowalo si¢ w bliskim sgsiedztwie blony
zewnetrznej, natomiast znakowanie specyficzne dla
antygenu K1 obserwowano znacznie dalej od brzegu
blony zewnetrznej, co sugeruje, ze ECA nie zawsze
dociera do najbardziej zewnetrznych warstw oston
komorki [1].

Przedstawione rezultaty badan nad topologia ECA

w komorce bakteryjnej moga tlumaczy¢ ztozony pro-

blem ECA - immunogenno$ci. ECA kowalencyjnie

przylaczony do rdzenia LPS typu R czyli ECA , jest
wysoce immunogenny i zarazem dobrze eksponowany
na powierzchni bakterii. Ekspozycja ECA, . w formach

S bakterii oraz mutantach R jest znacznie slabsza,

dlatego tez taka forma ECA charakteryzuje sie niska

immunogenno$cig lub nawet jej brakiem, w przypadku
immunizacji krélikéw zabitymi ogrzewaniem komor-

kami bakteryjnymi [30].

8. Rola biologiczna

Niewiele wiadomo o znaczeniu ECA dla komoérki
bakteryjnej. Liczni przedstawiciele rodziny Enterobac-
teriaceae nalezg do mikroorganizméw patogennych dla
czlowieka, zwierzat i roélin, dlatego tez dopatrywano
sie udzialu ECA w zjadliwosci tych bakterii. Szczepy
S. enterica sv. Typhimurium zawierajace ECA sg 10 razy
bardziej wirulentne niz szczepy ECA-ujemne, ponadto
s3 bardziej oporne na dziatanie soli kwaséw zolcio-
wych po doustnej infekcji myszy [30, 52]. Sugeruje sie
takze, ze proces chorobowy u genetycznie podatnych
osobnikéw cierpiacych na reumatoidalne zapalenie
stawow moze by¢ potegowany przez ECA. Hipoteza ta
nie zostala jednak jak dotad poparta badaniami eks-
perymentalnymi [5]. Wykazano takze, ze ECA warun-
kuje opornos¢ szczepu E. coli O157:H7 na kwasy orga-
niczne i tym samym umozliwia przezycie tych bakterii
w obrebie przewodu pokarmowego gospodarza [8, 4,
17]. Przypuszcza si¢, ze ECA, podobnie jak LPS, moze
petni¢ role powierzchniowo-aktywnego sktadnika,
ktory utatwia poruszanie sie E. coli K-12 ruchem swar-
ming na agarze migkkim, za sprawa obnizania napieg-
cia powierzchniowego [22]. Dowiedziono takze, ze
zaklocenie drogi biosyntezy ECA moze powodowa¢
zaburzenia w zdolnosciach poruszania si¢ komorek
Serratia marcescens i to zaréwno w odniesieniu do
ruchu swarming, jak i swimming. Ten pierwszy jest
skoordynowanym przemieszczaniem si¢ $cisle zwigza-
nej grupy bakterii w podtozu statym lub pétptynnym,
podczas gdy ruch typu swimming to chemotaktyczna
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translokacja pojedynczych komorek bakterii w $rodo-
wisku ptynnym. Ponadto, sugeruje si¢, ze ECA pelni
istotng role w integralnosci i/lub stabilnosci ostony
komorkowej paleczek Enterobacteriaceae [14]. Obda-
rzony fadunkiem ujemnym antygen wspdlny, podob-
nie jak region Kdo lipopolisacharydu, moze odgrywa¢
znaczacg role w wigzaniu kationéow do powierzchni
komorki [30]. Wydaje si¢ takze prawdopodobnym, ze
wplywa na bilans wapnia w komorce bakteryjnej, gdyz
jak wykazano, ECA pochodzacy z Salmonella enterica
sv. Montevideo wigze jony Ca** w ilo$ci prawie dziesie-
ciokrotnie wyzszej anizeli jony Mg** [8].

Wiedza na temat funkcji jakg petni ECA . jest
dosy¢ nikta. Peryplazmatyczna lokalizacja i cykliczna
struktura tej formy antygenu s3 podobne do tych, ktére
cechuja osmoregulacyjne peryplazmatyczne glukany,
syntetyzowane przez wiele Gram-ujemnych Proteobac-
teria. Nie mniej jednak, synteza ECA . nie wydaje sie
by¢ zwigzana z procesami osmoregulacyjnymi [24].
Wykazano natomiast oddziatywanie ECA . z lek-
tyna wigzaca mannoze (MBL) [47]. MBL jest waznym
czynnikiem odpornos$ci wrodzonej, bioracym udzial
w zwalczaniu infekcji przez wzmaganie fagocytozy, lize
mikroorganizméw lub modulacje odpowiedzi gospo-
darza na wzorce molekularne zwigzane z patogenem
(PAMP) [56]. Sugeruje to udziat ECA . w indukcji
reakcji zapalnych gospodarza.

Podsumowujgc, nalezy zwrdci¢ uwage na to, iz
pomimo pewnego zwigzku wystepowania ECA z wla$-
ciwoéciami patogennymi bakterii, funkcja antygenu
wspolnego wydaje si¢ by¢ zréznicowana w zaleznosci
od gatunku. Chociaz ECA jest obecny u wielu bakterii,
kazdy gatunek mogt wyksztalci¢ unikalne, wiasciwe
sobie drogi wykorzystania tego sktadnika, co sprzyja
przezyciu poszczegdlnych gatunkéw w niszach jakie
zajmuja [17].

9. Zastosowanie

ECA, jako sktadnik charakterystyczny dla przed-
stawicieli Enterobacteriaceae znajduje zastosowanie
w diagnostyce. Pafeczki jelitowe nalezace do tej rodziny,
jak np. gatunki z rodzajow Escherichia, Citrobacter,
Enterobacter, Salmonella czy Shigella czgsto stanowig
zanieczyszczenie wyrobow spozywczych i farma-
ceutycznych, powodujac w efekcie powazne zatrucia
pokarmowe. Dlatego, tak wazna jest kontrola zaka-
zen tymi bakteriami wyzej wymienionych produktéw.
Wazna metodg identyfikacji tych bakterii sg techniki
immunochemiczne z zastosowaniem specyficznego
dla ECA przeciwciala monoklonalnego [34]. Technika
ELISA z zastosowaniem komercyjnego przeciwciala
monoklonalnego mAb G2a 898, skierowanego swoiscie
przeciwko ECA, umozliwia identyfikacje enterobak-
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terii w wodzie pitnej [20]. Wspdlny enterobakteryjny
antygen pozwala takze na wykrywanie palteczek Ente-
robacteiaceae z zastosowaniem metod molekularnych.
W tym celu zaprojektowano oligonukleotydowe star-
tery dla opartej na reakcji PCR detekgji klastra gendw
wec, ktory odpowiada za biosyntez¢ ECA. Sposrod
trzech zaprojektowanych starteréw: wecA, wecE i wecF,
primer wecA byl specyficzny dla E. coli, podczas gdy,
primery wecE i wecF umozliwialy detekcje wiekszosci
gatunkow nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae.
Przeprowadzanie reakcji PCR z uzyciem wymienionych
wyzej starterow pozwala na specyficzng identyfikacje
istotnych enterobakteryjnych patogenéw jak: E. coli
0O157:H7, Shigella sp., Salmonella sp. i Yersinia sp. we
krwi, moczu, jak i w wodzie pitnej [10].

10. Podsumowanie

Wspolny enterobakteryjny antygen (ECA) obecny
jest prawie u wszystkich przedstawicieli rodziny Ente-
robacteriaceae, stanowiac ich swoisty tatuaz. Jego
powszechna obecno$¢ u enterobakterii zaowoco-
wala wykorzystaniem go w licznych, szybkich testach
z zastosowaniem przeciwcial monoklonalnych specy-
ficznych dla ECA, pozwalajacych okresli¢ jakos¢ wody
pitnej czy zywnosci. Poza tym, jej czysto$¢ mozna oce-
nia¢ réwniez stosujac metode PCR z wykorzystaniem
oligonukloetydowych primeréow flankujacych klaster
genow wec zawiadujacych biosynteza ECA. Ten aspekt
praktyczny antygenu ECA wyplywa z osiagniec¢ badan
podstawowych dotyczacych jego natury, prowadzonych
gléwnie na paleczkach E. coli i Salmonella. Badania te
wyjasnily budowe chemiczng ECA i jego strukture.
Antygen wspolny wystepuje w trzech strukturalnych
formach: ECA_,, ECA,, i ECA . ECA,. kotwiczy
w blonie zewnetrznej $ciany komoérkowej za pomoca
L-fosfatydyloglicerolu. ECA  , zwigzane jest z oligosa-
charydowym rdzeniem lipopolisacharydu, ktéry przez
lipid A kotwiczy ECA  ,  w blonie zewnetrznej. ECA .
jest cyklicznym polimerem, pozbawionym czesci lipi-
dowej, zlokalizowanym w przestrzeni peryplazmatycz-
nej $ciany komorkowej. Tylko forma ECA . wywoluje
w makroorganizmie powstawanie swoistych przeciw-
cial skierowanych przeciwko jego czesci wielocukro-
wej. Niemniej jednak wykazano, ze mutanty szorst-
kie Y. enterocolitica serotypu O:3 pozbawione rdzenia
zewnetrznego, byly réwniez ECA-immunogenne.
Pomimo unikalnego wystepowania ECA w rodzinie
Enterobacteriaceae jego biologiczna rola nie jest dobrze
udokumentowana. Sugerowano, ze ECA odgrywat role
w patogennosci bakterii poprzez wykazanie, ze ECA-
-dodatnie mutanty S. enterica sv. Typhimurium byly
10 razy bardziej wirulentne niz szczepy ECA-ujemne.
Wskazywano réwniez na ochronng funkcje ECA



ECA - WSPOLNY ANTYGEN POWIERZCHNIOWY PALECZEK RODZINY ENTEROBACTERIACEAE

w przezywaniu bakterii E. coli O157:H7 w warunkach
stresu srodowiskowego. Uwaza sie, ze najprawdopodob-
niej rola biologiczna ECA jest zrdéznicowana w zalez-
nosci od gatunku bakterii.
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