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Summary

ELISA for the detection of LT enterotoxin of E. coli
strains

The aim of the study was to develop a sensitive
and specific ELISA for the detection of LT entero-
toxin in E. coli strains. The test was based on the
antitoxic antibodies obtained from rabbits immunized
with B subunit of cholera toxin (CT). The toxin was
structurally closely related with LTB of E. coli. CTB
was expressed in a V. cholerae strain harboring a
plasmid with a ctxB gene. The toxin was isolated and
purified from a growth medium by means of preci-
pitation. A goat antirabbit IgG labeled with HRP
antibodies was used as a conjugate. The developed
test turned out to be highly specific and sensitive: it
was possible to detect from 1.5 to 4.0 ng of LTB.
One hundred strains of E. coli isolated from piglets
were tested by the LT ELISA. It was found that 67
strains (85.9%) isolated from piglets with diarrhea
were LT+ whereas only 2 strains (9.1%) from healthy
piglets proved to be enterotoxigenic.

Infekcje wywotane enterotoksycznymi szczepami Es-
cherichia coli (ETEC) sa wciaz istotna przyczyna bie-
gunek u prosiat i cielat (5, 16, 17) a takze innych mtodych
zwierzat (4, 10, 22). Do rozwoju schorzenia dochodzi
zwykle w okresie pierwszych dni zycia (kolibakterioza
pierwszego oKresu u prosiat i cielat) lub tez (u prosiat) w
wieku 4-6 tygodni, gdy zwierzgta sa odsadzane od macior
(kolibakterioza okresu odsadzania). W okresach tych,
pod wptywem niekorzystnych warunkow stresowych, na-
stepuje obnizenie lokalnej odpomosci 1 dochodzi do ko-
lonizacji przewodu pokarmowego przez patogenne Szczepy
E. coli, ktére charakteryzuja si¢ obecnoécia istotnych czyn-
nikéw chorobotwoérczo$ci: fimbrii i1 enterotoksyn (5). Fim-
brie warunkuja adhezje komérek bakteryjnych do nablonka
jelita cienkiego podczas gdy uwalniane enterotoksyny od-
powiedzialne sa bezposdrednio za rozwdj biegunki (22).

Szczepy E. coli, izolowane z przypadkéw kolibakte-
riozy prosiat a w mniejszym odsetku od cielat, wytwarzaja
najczgsciej cieptochwiejng enterotoksyn¢ LT; niektére
szczepy produkuja toksyne cieptostata ST lub tez réw-
noczesnie obie enterotoksyny — LT i ST (16). Struktura
i mechanizm dziatania enterotoksyny LT, niewatpliwie
najbardziej istotnej z punktu widzenia patogenezy bie-
gunki wywotanej przez ETEC, sa stosunkowo dobrze
poznane (12). Jest to czastka biatkowa o masie ok. 86
kDa, zbudowana z pieciu jednakowych (tzw. monomer),
nietoksycznych podjednostek B (LLTB) o masie 11,6 kDa,
(tworzacych tzw. pentamer) oraz jednej toksycznej pod-

jednostki A (LTA) o masie 27,2 kDa. LTB spetnia funkcje
adhezyjne, umozliwiajac przyczepno$¢ uwolnionej przez
komérki E. coli holotoksyny do receptoréw (zwykle typu
GM1) nabtonka jelita cienkiego. Podjednostka A, posia-
dajaca wlasciwosci enzymatyczne, aktywuje cyklaze ady-
nylowa, przeksztalcajaca wewnatrzkomérkowy ATP w
cAMP, rezultatem czego jest zwigkszona sekrecja elek-
trolitéw, zahamowanie absorbcji wody 1 wystapienie bie-
gunki (13). Enterotoksyna LT pod wzgledem budowy,
struktury antygenowej i mechanizmu dziatania zblizona
jest do toksyny CT, wytwarzanej przez szczepy Vibrio
cholerae (12). Z uwagi na to, iz sekwencja aminokwa-
sowa obu podjednostek B toksyn LT i CT jest bardzo
znaczna (stopiefi homologii powyzej 80%) (1), istnieje
mozliwos$é uzycia CTB do produkcji LTB-swoistych
przeciwcial, stosowanych do testéw diagnostycznych i
celow eksperymentalnych. Metoda ta jest korzystna réw-
niez z tego wzgledu, iz — w przeciwienistwie do LT,
ktéra jest biatkiem zwigzanym z komoérka bakteryjng —
CTB w warunkach in vitro wydzielana jest do podioza
a tym samym tatwiejsza do izolacji i oczyszczania. Do-
datkowo, istnieja skonstruowane przy pomocy inzynierii
genetycznej szczepy bakteryjne, posiadajagce wprowa-
dzony heterologiczny material genetyczny (zwykle w
postaci plazmidu), pozwalajacy na uzyskanie bardzo du-
zych ilosci strukturalnie jednorodnej CTB (9, 19).

W piSmiennictwie podano szereg réznych testéw stu-
zacych do wykrywania wytwarzanej enterotoksyny LT
przez szczepy E. coli, izolowane z przypadkéw kolibak-
teriozy prosiat. Obok praktycznie niestosowanych obec-
nie testéw podwigzanych petli jelitowych (20) sa to m.in.
testy z uzyciem linii komérkowych (2), koagulacji (6),
immunodyfuzji (7), radioimmunologiczny (3), ELISA
(23), hybrydyzacjit genowej (8), PCR (14). W obecnej
pracy przedstawiono test ELISA stuzacy do oznaczania
cieplochwiejnej enterotoksyny LT z uzyciem surowicy
anty-CTB, do produkcji ktérej zastosowano rekombino-
wang podjednostke B toksyny CT. Badane szczepy L.
coli hodowano bezposrednio w mikroptytkach, znacznie
zmniejszajac tym samym koszt testu bez obnizenia jego
swoistoSci 1 czulosci.

Materiat i metody

Szczepy bakteryjne i metody hodowlane. Do izolacji 1 oczy-
szczania podjednostki CTB uzyto opisanego wcze$niej rekom-
binowanego szczepu V. cholerae 1569, z ktérego usunigto geny
kodujace wytwarzanie podjednostki CTA (9). W skrécie, mo-
dyfikacja polegata na wprowadzeniu plazmidu pML-LCTBtac2,
z genami ctxB (kodujacymi wytwarzanie CTB), znajdujacymi
sie pod kontrola promotora tac (19). Rezultatem tych manipulacji
genowych byl szczep 1569(pML-LCTBtac2), wytwarzajacy
podjednostke CTB, uwalniang w 95% do podtoza wzrostowe-
go. Szczep hodowano w zmodyfikowanym podlozu syncase
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(15) w37°C, 48 h, 200 rpm. Hodowle szczep6w E. coli w kierunku
wytwarzania toksyny LT wykonywano w podiozu LB z dodat-
kiem linkomycyny (45 pg/ml) i glukozy (2,5 mg/ml) w37°C, 18h,
200 rpm. Kontrolg¢ dodatnia i ujemng stanowilty odpowiednio
szczepy E. coli 286-C2 (LT™/ST )i 64-111 (STHLT).

Izolacja i oczyszczanie CTB. Hodowle szczepu 1569(pML-
-LCTBtac2) odwirowano (10 000 g, 15 min.), zebrano super-
natant i ustalano jego pH na 4,5 przy uzyciu 6 M HCI. CTB
precypitowano z roztworu przez dodanie fosforanu sodowego
w ilosci 1 mg/ml. Po odwirowaniu (10 000 g, 15 min.), osad
zawieszano w PBS (pH 7.,2), filtrowano (0,22 pm) i dializo-
wano w stosunku do PBS. W przypadkach koniecznych, dalsze
oczyszczanic wykonywano metodg ultrafiltrowania przez filtr
YMIO (Amicon) oraz w kolumnie z Sephadex G100 (Phar-
macia). Ilos¢ uzyskanej CTB oznaczano testem ELISA (21)
w stosunku do standardu (CTB Sigma) lub testem immuno-
dyfuzji (11) a stopiefi jej oczyszczenia — testami SDS-PAGE
1 Western blot.

Surowice anty-CTB. Do produkcji przeciwciat anty-CTB
uzyto krélikéw rasy New Zealand, podajac 4 razy podskérnie
po 30 ug CTB w PBS; pierwsze dwie inickcje wykonano z
dodatkiem odpowiednio kompletnego i nieckompletnego adiu-
wantu Freunda. Kréliki skrwawiano po 7-10 dniach od ostat-
niego podania antygenu a uzyskane surowice, po oznaczeniu
miana anty-CTB, przechowywano w -20°C.

SDS-PAGE i Western blot. Oczyszczona podjednostke B
1dentyfikowano w 13% zelu poliakrylamidowym przy pomocy
zestawu Mini-Protean®]II (Bio-Rad), uzywajac stalego napie-
cia 200 V. CTB oznaczano w formie pentamerycznej (biatko
natywne) i monomerycznej (prébka poddana dziataniu tem-
peratury 100°C przez 5 min.). Rozdzielone w polu elektry-
cznym biatka CTB wybarwiano 0,25% roztworem blekitu
Coomassie R-250 (Sigma); jako standardéw masy molekular-
nej uzyto zestawu Bio-Rad o zakresie 14,4-97.4 kDa. Test
Western blot przeprowadzono w zestawie Mini Trans-Blot®
(Bio-Rad) przy statym napigciu 100 V przez 45 min. Roz-
dzielone elektroforetycznie biatka przenoszono na nitrocelu-
lozg, ktdéra nast¢pnie umieszczano w roztworze blokujacym
(1% BSA-PBS) przez 1 h. Po przeptukaniu PBS, dodawano
surowice anty-CTB (w 0,1% BSA-PBS-Tween 20 0,05%) i
reakcje kontynuowano przez 18 h w temperaturze pokojowe;j.
Po przeptukaniu, dodawano koniugat antykréliczy (frakcja IgG)
znakowany peroksydaza chrzanowa (HRP) i po 2 h inkubacji
wywolywano reakcje barwna przez dodanie 4-chloro-naftolu z
H202. Jako wskaznikéw masy molekularnej uzyto zestawu Bio-
-Rad barwionego 0,1% roztworem czerni amidowej (Sigma).

ELISA. Mikroptytki (Nunc) oplaszezano swoistym dla LT
(CT) receptorem GM1 (Monosialoganglioside, Sigma) w ste-
zeniu 1,5 nmol/ml PBS, 100 pl/dolek, przez 18 h w tempera-
turze pokojowej. Po przeptukaniu jatowym PBS, nicoplaszczo-
ne antygenem miejsca blokowano po 200 ul 0,19% BSA-PBS,
37°C przez 30 min. a nastgpnie (po przeplukaniu PBS) — wy-
petniano podiozem LB (po 100 pul) z linkemycyna i glukoza;
kazdy dolek mikroplytki posiewano jedna kolonia badanego
szezepu E. coli, inkubowanego wczesniej na agarze z krwig
przez 18 h w 37°C. Tak przygotowane plytki hodowano nastep-
nie w 37°C przez 18 h w mikrowstrzasarce (Dynatech). Po tym
okresie kontrolowano prawidlowosé wzrostu i celem zwiek-
szenia ilodci uwalnianej toksyny LT, dodawano do hodowli po
400 pl 8 M roztworu mocznika (18) i kontynuowano inkubacje
przez 1 h w 37°C. Nastgpnie, plytki ptukano PBS-Tween,
dodawano surowicg anty-CTB rozeiericzona 1:10 000 w 0,1%
BSA-PBS-Tween (90 min.) i po kolejnym plukaniu — koniugat
kozi anty-kréliczy (1gG) znakowany HRP (90 min.). Reakcje
barwng wywolywano substratem enzymatycznym — OPD w

Hy02 w buforze cytrynianowym (pH 4,5) 1 po 20 min. odczy-
tywano absorbcje A450 w czytniku do mikroptytek (Labsy-
stem). Za wynik dodatni uznawano wartosci A450 powyzej 0,4.

Wyniki i omo6wienie

Podstawowe znaczenie w opracowaniu testu serologicznego
(immunoenzymatycznego) do wykrywania enterotoksyny LT
szczepow E. coli posiada uzyskanic odpowiednich (swoistych
i 0 wysokim mianie) przeciwciat antytoksycznych. Najwyzsza
trudno$¢ stanowi zwykle efektywne izolowanie i oczyszczanie
antygenu (toksyny LT), ktéry jako biatko zwigzane z komérka
bakteryjna tylko w minimalnym stopniu jest wydzielany do
podioza. W pracy uzyto rekombinowanej podjednostki B tok-
syny cholery (CTB), bedacej antygenowym analogiem LTB
E. coli, wytwarzanej w duzych ilosciach i atwej do izolacji
bez koniecznych pracochtonnych i mato wydajnych proceséw
oczyszczania. Uzyty do produkcji CTB szczep V. cholerae
1569(pML-LCTBtac2) oraz optymalne podioze wzrostowe po-
zwolily uzyskaé ok. 800 pg CTB w 1 ml hodowli, z ktére;j
wytracano ja precypitujac fosforanem sodowym. Tak uzyskany
produkt dializowano w stosunku do PBS otrzymujac CTB
charakteryzujaca si¢ czystoscia siggajaca 70% (9). W przy-
padku koniecznosci zastosowania dalszego procesu oczysz-
czania (ultrafiltracja i filtracja zelowa) — stopied homologii
produktu byt znacznic wyzszy i wynosit ponad 95% (9). Oceng
uzyskanej w ten sposéb toksyny wykonano testem elektrofo-
rezy w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE, ryc. 1). Stwier-
dzono, iz otrzymana podjednostka B toksyny CT byla jedno-
rodna i posiadata mas¢ molekularna ok. 11,6 kDa (w formie
monomerycznej) i ok. 58 kDa (w postaci pentamerycznej).
Jej specyficznos¢ oznaczono testem Western blot, uzywajac
kréliczych oraz monoklonalnych przeciwcial anty-LTB (uzy-
skane od prof. A. M. Svennerholm, Géteborg, Szwecja). Oba
rodzaje przeciwcial cechowaly sie wysoka swoistoscia w sto-
sunku do izolowanej CTB, wytwarzanej przez szczep V. cho-
lerae 1569(pML-LCTBtac2), reagujac z toksyna bedaca za-
réwno w formie pentamerycznej (ryc. 1, sciezki 3 i 5) jak i
monomerycznej (ryc. 1, sciezki 4 i 6).

Izolowana CTB zostata nastgpnie uzyta do produkcji wlas-
nych swoistych surowic antytoksycznych. Uzyskano 4 suro-
wice o réznym mianie przeciwciat anty-CTB: 300 000, 78 000,
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Ryc. |. Wyniki analizy elektroforetycznej (A) i testu immuno blot (B)
izolowanej podjednostki B toksyny CT uzytej do produkcji przeciwciat
antytoksycznych. Poszczegdlne Sciezki: S. — standardy masy molekularnej
wybarwiane bigkitem Coomassie (A) i czeria amidowa (B); 1. - CTB
w formie pentamerycznej; 2. — CTB w formie monomerycznej; 3. — CTB
(pentamer) i 4. CTB (monomer) w reakcji z surowicg krélicza anty-CTB;
5. CTB (pentamer) i 6. CTB (monomer) w reakcji z monoklonalnymi
przeciwciatami anty-LTB
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300 000 i 42 000. Surowice o najwyzszych mianach, po oz-
naczeniu ich swoistosci testami ELISA i Western blot, zostaty
nastgpnie wykorzystane w opracowanym tescie ELISA.

Jak wspomniano uprzednio, enterotoksyna LT wytwarzana
przez szczepy E. coli jest zwiazana z komdérka bakteryjna i
tylko w minimalnym stopniu uwalniana do podtoza. Z tego
wzgledu, celem optymalnej ekspresji LT przez badane szczepy,
przeprowadzono ich hodowlg w bogatym podtozu wzrostowym
LB, z dodatkiem glukozy (dodatni wplyw na wzrost masy
bakteryjnej) oraz linkomycyny (hamuje wzrost innej niz E.
coli flory bakteryjnej oraz wptywa korzystnie na pozakomor-
kowa sekrecje LT). Wzrost badanych szczepéw wykonywano
bezposrednio w optaszczonych receptorem GM1 mikroptyt-
kach. Optymalne stgzenie GM1 oznaczono wczesniej ekspe-
rymentalnie i do testu stosowano koncentracj¢ 1,5 nmol/ml.
Wykazano réwniez, iz optymalne warunki do optaszczania
mikroptytek byty nastepujace: GM1 zawieszony w PBS (pH
7,2) 1 inkubowany przez 18 h w temperaturze pokojowej. Tak
przygotowane plytki moga by¢ przechowywane w 4°C przez
okres do 1 miesiaca. Hodowlg badanych szczepéw E. coli
prowadzono w mikrowstrzasarce w 37°C przez 18 h a nastgpnie
dodawano 8 M roztwdr mocznika celem dalszego zwigekszenia
pozakomérkowego uwalniania LT i zwiazania jej z GM1 a
tym samym podniesienia czulosci testu. Optymalne rozcien-
czenia przeciwcial anty-CTB i koniugatu antykréliczego HRP
oznaczono doswiadczalnie uzywajac jako standardu oczysz-
czonej CTB (Sigma).

Wykazano, iz opracowany test ELISA cechowat si¢ wysoka
swoistoscia 1 czutoscia. Uzywajac standardowego preparatu
wysoce oczyszczonej podjednostki B toksyny CT wykonano
szereg kolejnych rozciericzet, zaczynajac od stgzenia 1 pg/ml,
Wykazano, iz opracowany test pozwalat na wykrycie CTB w
ilosciach 1,5-4,0 ng/ml, tzn. do takiego rozcieficzenia toksyny
warto$¢ absorbcji A450 wynosita powyzej 0,4. Wykonano
takze seryjne rozciericzenia hodowli referencyjnego szczepu
E. coli LT" (286-C2) i poréwnano ze standardowym prepa-
ratem zawierajacym 1 pg/ml oczyszczonej CTB. Réwniez w
tym przypadku mozna byto wykryé Sladowe ilosci (ok. 20
ng) uwalnianej do podtoza i zwiazanej z receptorem GMI
enterotoksyny LT.

Opracowanym testem oznaczono wytwarzanie enterotoksy-
ny LT przez szczepy E. coli izolowane z przypadkéw jelitowej
postaci kolibakteriozy prosiat oseskéw (42 szczepy) i odsa-
dzonych od macior (36 szczepéw). W grupie kontrolnej zba-
dano 22 szczepy pochodzace od prosiat zdrowych. Stwierdzono
(tab. 1), iz ogdétem 67 (85,9%) szczepéw wyosobnionych od
prosiat z biegunka uwalniato toksyng¢ LT; tylko 11 (14,1%)
izolatéw pochodzacych od tych zwierzat nie wytwarzato LT
po zbadaniu opracowanym testem. W grupie kontrolnej (pro-
sigta zdrowe) 2 szczepy (9,1%) cechowaly sie zdolnoscia
wytwarzania cieptochwiejnej enterotoksyny LT. Srednie miana

absorbcji A450 dla szczepéw LT i LT, badanych w tedcie

Tab. 1. Wytwarzanie enterotoksyny LT przez szczepy E. coli
badane testem ELISA

) § Liczba szczep6w Liczba (%) szczepéw

Pochodzenie szczepdw
zbadanych LT LT

Prosigta z biegunka 4 38 (90,5) 49,5
~ oseski ? ’
Prosigta z biegunka
— odsadzone & g (D) 7 (194
Prosigta zdrowe 22 2 9,1) 20 (90,9)
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Ryc. 2. Srednie wartoéci absorbcji A450 + odchylenie standardowe
uzyskane w tescie ELISA przy badaniu szczepéw E. coli w kierunku

wytwarzania enterotoksyny LT. Szczepy 286-C2 (LTH
i 64-111 (LT") stanowity kontrolg

ELISA, wynosity odpowiednio (warto$¢ Srednia + odchylenie
standardowe): 1,108 £ 0,214 oraz 0,096 + 0,037 (ryc. 2). Dla
poréwnania — wartosci A450 dla szczepéw kontrolnych byty

odpowiednio 1,422 % 0,140 (szczep 286-C2, LT") oraz 0,061
+ 0,018 (szczep 64-111, LT).

Wnioski

1. Opracowany test ELISA, charakteryzujacy si¢ wysoka
czulodcia 1 swoisto$cig, moze byé wykorzystany do rutyno-
wych badan diagnostycznych prowadzacych do wykazania
obecnosci enterotoksycznych szczepéw E. coli jako podstawo-
wego czynnika etiologicznego jelitowej postaci kolibakteriozy.

2. Test ten moze réwniez stuzyé do oceny poziomu prze-
ciwcial anty-L'T w surowicach zwierzat zakazonych lub immu-
nizowanych szczepionkami zawierajacymi nietoksyczna pod-
jednostke LTB, np. szczepionka Nobi-Vac Porcoli LT (Intervet).
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