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ANTIGENA SRODNOST GRAM NEGATIVNIH BAKTERIJA
SA POJAVOM CROSS REAKTIVNOSTI
U SEROLOSKIM REAKCIJAMA

Krnjaic D., Afanin RuZica, Plav$ic Budimir *

Izvod: Kao dopunske ili alternativne metode klasiénoj izolaciji i determinaciji
infektivnih agenasa koriste se i razli¢iti serologki testovi. U ispitujucim uzorcima krvnib
seruma odreduje se prisustvo specifi¢nih antitela protiv antigena odredenih uzroénika.
Specifi¢nost reakcije in vivo i in vitro zavisi od determinantnih grupa (epitopa) na mole-
kulima antigena i odgovarajucih aktivnih mesta na molekulima antitela. Zbog prisustva
hemijski identi¢nih ili sli¢nih struktura polisaharidne ili polipeptidne prirode u omota¢ima
bakterija i flagelama postoje srodni antigeni izmedu vie vrsta bakterija. Ovi srodni antigeni
kod razli¢itih vrsta nazivaju se heterofilni antigeni i odgovorni su za veci broj unakrsnih -
cross reakcija u serologkim testovima. Poznavanje antigene srodnosti bakterija je neophod-
no za izvodenje visoko specifiénih serolofkih testova i preciznu dijagnozu odredenih
infektivnih oboljenja Zivotinja .

Kljucne reci: imunoloske reakcije, antigeni, cross reaktivnost, Gram negativne
bakterije, Brucella spp., Yersinia enterocolitica O:9.

Uvod

Klasi¢an nalin izolacije i identifikacije bakterija pracen je i odredenim
nedostacima kao $to su nemogucnost izolacije mikroorganizama na veStackim
hranljivim podlogama ili spori rast kolonija. Znacajan problem u laboratoriji
predstavljamogucnost infekcije ljudi tokom rada saizolovanim sojevima uzro¢nika
zooantroponoza ili ispitujucim materijalom koji potencijalno sadrzi ove mikro-
organizme.

Kao dopunske ili alternativne metode klasi¢noj izolaciji i determinaciji
infektivnih agenasa koriste se i razliditi serologki testovi. Primenom serologkih
metoda na indirektan nacin se otkrivaju infektivna oboljenja Zivotinja, a njihova
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primena smanjuje rizik po zdravlje laboratorijskih radnika. U ispitujucim uzorcima
krvnih seruma odreduje se prisustvo specifinih antitela protiv antigena odredenih
uzro¢nika. Specifi¢nost reakcije in vivo i in vitro zavisi od determinantnih grupa
(epitopa) na molekulima antigena i odgovarajucih aktivnih mesta na molekulima
antitela. Determinantne grupe se nalaze na odredenim mestima antigena i pred-
stavljaju ograni¢ene male delove ovih makromolekula. Kako je njihova struktura
genetski regulisana determinantne grupe odreduju imunolo$ku specifi¢nost svakog
antigena.

Bakterijske celije se sastoje od mnogobrojnih antigena koji za svaku pojedi-
na¢nu vrstu odreduju imunolosku specifi¢nost. Spoljasnji antigeni koji se nalaze na
flagelama i omotaCima bakterija su veoma vaZni u specifi¢nim reakcijama sa
antitelima in vivo 1 in vitro. Zbog prisustva hemijski identi¢nih ili sli¢nih struktura
polisaharidne ili polipeptidne prirode u omotacima bakterija i flagelama postoje
srodni antigeni izmedu viSe vrsta bakterija. Ovi srodni antigeni kod razli¢itih vrsta
nazivaju se heterofilni antigeni i odgovorni su za veci broj unakrsnih - cross reakcija
u serolokim testovima. Poznavanje antigene srodnosti bakterija je neophodno za
izvodenje visoko specifi¢nih serologkih testova i preciznu dijagnozu odredenih
infektivnih oboljenja Zivotinja.

Kod bakterija razlikujemo tri glavne vrste spoljasnjih antigena O somati¢ne,
H flagelarne i K kapsularne antigene. H antigeni su proteinske prirode, tipski su
specifiéni i prisutni na flagelama a poseduju ih samo pokretne bakterije. O
somati¢ni i K kapsularni antigeni su vezani za omotace bakterijske celije.

Troslojni omota¢ bakterija koji okruZuje protoplazmu celije sainjavaju
plazma membrana, celijski zid i kapsula ili sluzavi omota¢. Grada omotaca bakte-
rijske Celije je veoma sloZena a znacajne razlike zavise od strukture celijskog zida.

Struktura celijskog zida se razlikuje kod Gram pozitivnih i Gram negativnih
bakterija. Glavnu komponentu celijskog zida €ini peptidoglikan (murein) hemijsko
jedinjenje iskljucivo prisutno kod bakterija. Peptidoglikan sacinjavaju paralelni
lanaci polimerne grade od acetilizovanih disaharida koji su medusobno povezani
kratkim peptidnim lancima. Kod Gram pozitivnih bakterija celijski zid predstavlja
relativno debelu i gustu strukturu Sirine od 15 do 80 nm sastavijenu od pepti-
doglikana. Celijski zid Gram negativnih bakterija je sloZene viSeslojne strukture i
debljine samo 10 nm. Sastoji se od tankog sioja peptidoglikana koji se nalazi izmedu
plazma membrane i spolja$nje membrane.

Razlike u strukturi omota¢a Gram negativnih i Gram pozitivnih bakterija su
prikazane na slici broj 1.

Kod Gram negativnih bakterija prisutan je samo jedan sloj peptidoglikana
koga kod Escherichia coli sadinjavaju naizmeni¢ni molekuli N-acetil glukozamina
(GINACc) i N-acetil muraminske kiseline (MurNAc) povezani  1-4 glukozidnim
vezama. Treci ugljenikov atom N-acetil muraminske kiseline zamenjen je sa laktil
etar grupom koja je vezana za peptidni bocni {anac. Ovi tetrapeptidi sastoje se od
L-alanina (L-ala), D-glutamata (D-glu), diaminopimelinske kiseline (DAP) i
D-alanina (D-ala) i povezuju krace polimere acetilizovanih saharida.
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SL. 1 - Struktura omota¢a Gram negativnih i Gram pozitivnih bakterija

Cawm Megativae Gram Pozirhoe
SpotaiE Mambisri

- Clradampa

Peptidoglikan je okruzen spolja§njom membranom koju grade dva sloja
lipida i u koje su ugradeni proteini spolja§nje membrane ( outer membrane proteins-
OMP). Unutra$nja strana spoljaSnje membrane sastoji se od fosfolipida sli¢nih
fosfogliceridima plazma membrane. Spolja$nja strana spolja$nje membrane iako
sadrZi malu koli¢inu fosfolipida gradena je uglavnom od lipopolisaharida (LPS).

LPS molekul sastoji se od hidrofobne lipidne komponente (Lipid A) za koji
je pri¢vricen hidrofilni linearni polisaharidni deo koga sacinjavaju bazalni poli-
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saharid (core polisaharid) i O specifi¢ni polisaharid. Grada LPS je prikazana na
slici broj 2.

Sl. 2 - Grada lipopolisaharida gram negativnih bakterija

Lipid A

Bazalnicore O specifi¢ni polisaharid
polisaharid

Proteini koji se nalaze u spolja§njoj membrani su specifi¢ni za pojedine vrste
bakterija a kod E.coli to su Braun-ov lipoprotein, omp A protein, kao i trimerni
proteini-porini omp C i OmpF.

Imunoloske tehnike se zasnivaju na visoko specifi¢nim reakcijama antigena
i antitela. Antitela reaguju samo sa antigenom koji je indukovao njihovu sintezu.
Medutim antitela mogu da reaguju sa hemijski i konformaciono srodnim antige-
nima drugih mikroorganizama $to dovodi do pojave cross reakcija i doprinosi
smanjenju specifi¢nosti seroloskih testova.

Primena seroloskih metoda u cilju dijagnostike bruceloze kod domacih
Zivotinja i ljudi adekvatan je primer za oteZan laboratorijski rad usled antigene
srodnosti i cross reaktivnosti Gram negativnih bakterija i pojave nespecifi¢nih
reakcija. PoSto je antigena grada Brucella spp bila predmet velikog broja istrazi-
vanja dobro je upoznata. LPS predstavlja antigen koji indukuje najbolji humoralni
odgovor odnosno sintezu specifi¢nih antitela. U S fazi Brucella LPS se sastoji od
lipida A, masnih kiselina, bazalnog polisaharida koji sadrZi glukozu, manozu i
kvinovosamin i O lanca koji predstavlja homopolimer od oko 100 rezidua 4-forma-
mid- 4,6- dideoksimanoze. Rezidue u O polisaharidu su medusobno povezane o
1,2 glukozidnim vezama u A epitopima a kod M epitopa na svakih pet monomernih
jedinica prisutna je o 1,3 glukozidna veza ( Perry MB i Bundle DR, 1990).

Unutar roda Brucella primenom klasi¢nih testova aglutinacije nije moguce
razlikovati pojedinacno vrste. Kori§c¢enjem adsorpcionih reakcija sa purifikovanim
antigenima moguca je serologka identifikacija Brucella zbog razlicite zastupljenosti
O polisaharidnih A i M epitopa (Jawetz, Melnick & Adelberg’s Medical Microbio-
logy, 1995). Pojava R formi dodatno oteZava imunodijagnostiku bruceloze. Razlika
LPS kod R forme Brucella od S forme je u osnovnoj strukturi O polisaharidnog
lanca koji je skracen ili u potpunosti nedostaje. Zbog toga antigenu specifi¢nost
R-LPS odreduje bazalni core polisaharid.

Prisustvo 4 amino-4,6 dideoksimanoze u LPS doprinosi antigenu cross
reaktivnost Brucella spp. sa Escherichia hermanni i Escherichia coli O:157, Salmo-
nella O:30, Strenotrophomonas maltophilia, Vibrio cholerae O:1 i Yersinia entero-
colitica O:9.
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Pojava unakrsnih seroloskih reakcija ustanovljena je kod domacih Zivotinja
posle parenteralne inokulacije Brucella spp., E.coli O;116 i O:157, Salmonella
grupe N, Pseudomonas maltophilia (Strenotrophomonas maltophilia) i Yersinia
enterocolitica O:9 (Corbel i sar., 1984). Jedino je Yersinia enterocolitica O:9 pored
parenteralne i kod peroralne inokulacije indukovala produkciju unakrsno reaktivnih
antitela prema Brucella spp.. Stvaranje antitela koja unakrsno reaguju prema
Brucella spp. je posebno zapaZeno kod goveda i svinja.

Seroloska cross reaktivnost izmedu Brucella spp. i Y. enterocolitica O:9
direktno je posledica prisustva N-acetilovanog 4-amino-4,6-dideoksi-alfa-D-
-manopiranozila u O-antigenima Yersinia (Caroff M. i sar., 1984a, 1984b).

Posto su lipopolisaharidni epitopi Brucella abortus (A epitop) i Yersinia
enterocolitica O:9 identicne strukture neophodna je primena novih dijagnosti¢kih
metoda koje se zasnivaju na drugim epitopima Brucella (M i C epitopima) a koji
nisu prisutni kod Yersinia enterocolitica O:9 (Kittelberger R i sar.,1998).

U cilju pronalaZenja seroloSke metode koja se odlikuje vecom specifi¢noscu
primenjena su monoklonska antitela protiv M antigena Brucella melitensis 16M
(Vizcaino N 1 sar, 1991). Monoklonska antitela su kori§cena u kompetetivnom
imunoenzimskom testu ( ELISA metoda) uz primenu hemijski definisanih lipopoli-
saharida, O polisaharida i prirodnih haptenena B.melitensis 16M, B.abortus 544 i
Y .enterocolitica 0:9. Primenom monoklonskih antitela uogene su signifikantne
razlike u reaktivnosti sa A 1 M antigenima Brucella spp. 1 sa O polisaharidom Y.
enterocolitica 0:9. Ovi rezultati su u korelaciji sa simultanom ekspresijom A i M
epitopa lipopolisaharida S formi kod razli¢itih vrsta Brucella. Upotreba mono-
klonskih antitela prema lipopolisaharidnom M antigenu umesto poliklonskog anti-
seruma moZe biti od velikog prakti¢nog znacaja u cilju smanjivanja rizika pojave
seroloskih cross reakcija izmedu Brucella spp. i Y.enterocolitica O:9.

U cilju pobolj$anja seroloske dijagnoze bruceloze razvijena je kompetetivna
ELISA sa primenom monoklonskog antitela 12G12 protiv LPS B.melitensis Rev
1 (Weynants V i sar., 1996). Specifinost novog testa ispitana je na velikom broju
seruma ukljucujuci i serume goveda ves§tacki inficiranih sa Y. enterocolitica O:9.
Specificnost ELISA testa bila je veca nego specifi¢nost reakcije vezivanja komple-
menta i Rose Bengal testa. Medutim primenom i ovog testa mali je broj eliminisanih
laZno pozitivnih seruma i od 101 ispitanog uzorka samo 31 serum je isklju¢en kao
laZno pozitivan.

Zbog velike antigene srodnosti LPS Brucella spp. sa vecim brojem bakterija
iz familija Enterobacteriacae i Vibrionaceae primena antigena proteinske prirode
se namece kao mogucnost za specifi¢niju imunodijagnostiku bruceloze domacih
Zivotinja. Veliki broj proteina spolja$nje i unutra$nje membrane, protoplazme,
periplazme i ribozoma su determinisani kod Brucella spp. Odredeni proteini pre
svega iz protoplazme i ribozoma pobuduju imunoloki odgovor i primenjeni su u
novim dijagnostickim metodama.

Prisustvo specifi¢nih antitela protiv Brucella spp. u krvnim serumima Zivoti-
nja moZe se utvrditi imunoblot metodom sa ekstraktom cele bakterijske celije.
Primenom ove visoko specifi¢ne metode molekularne biologije sa vecim brojem
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proteina Brucella spp. dobijeni su bolji rezultati u odnosu na one metode koje se
zasnivaju na preci§cenim pojedinaénim antigenima proteinske ili LPS prirode
(Goldbaum FA i sar., 1991).

Kori§cenjem samo jednog imunoloskog in vitro testa bilo konvencionalnog
ili savremenog uz primenu monoklonskih antitela ili tehnika molekularne biologije
nije moguce postaviti sigurnu dijagnozu bruceloze. Zbog mogucih pojava una-
krsnih reakcija medu Gram negativnim bakterijama i dobijanja laZno pozitivnih
rezultata neophodno je primeniti veci broj razliitih imunodijagnosti¢kih postupaka
uz obavezna komparativna ispitivanja prisustva antitela ne samo protiv Brucella
spp nego i protiv Yersinia enterocolitica O:9, Salmonella grupe N , E.coli 0:157 i
Proteus OX-19. ‘
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SEROLOGICAL CROSSREACTIVITY BETWEEN RELATED
ANTIGENS OF GRAM NEGATIVE BACTERIA

Krnjajic, D., ASanin RuZica, Plavsic Budimir

Summary

Serologic diagnosis, the demonstration of a seroconversion to an antigen of the
infecting organism, has been used as an additional or alternative procedure to culture
isolation for diagnosis of infectious diseases. Serological tests indirectly detect infectious
diseases in animals. The identification is based on the detection on specific antibodies
against antigens of certain causative agents. Reactions in vivo and in vitro of antibodies and
antigens are highly specific. The smallest unit of a complex antigen that is capable of binding
to an antibody is known as an antigenic determinant or epitope. Bacterial antigens could
possess identical or similar epitopes, which are the cause of serological cross-reactivity.
Possible cross-reaction between related antigens can limit the serological test’s specificity.

Key words: immunological reactions, antigens, cross-reactivity, Gram negative
bacteria, Brucella spp., Yersinia enterocolitica.
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