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Institut fiir Veterindrbakteriologie der Universitdt Bern

Typisierung der Apx-Toxin-Gene von Actinobacillus pleuropneumoniae mittels PCR

J. Frey, M. Beck, ]. Nicolet

Zusammenfassung

Zur Toxin-Typisierung von Actinobacillus pleu-
ropneumoniae, dem Erreger der Schweinepleu-
ropneumonie, wurden fiinf PCR-Reaktionen ent-
wickelt, welche die Aktivator-, Struktur- und Se-
kretionsgene der drei Toxine ApxI, ApxII und
ApxIIl spezifisch verstirken. Die Oligonukleotid-
Primer wurden so gewihlt, dass sie typische
Teile der Aktivator- und Strukturgene apxICA,
apxIICA und apxIIICA sowie der Sekretionsgene
apxIBD und apxIIIBD als Fragmente unter-
schiedlicher Lingen verstiarken. Die fiinf unter-
schiedlichen Reaktionen konnen mit identischer
Hybridisierungstemperatur gleichzeitig verstirkt
und dank der unterschiedlichen Linge der Pro-
dukte mit einer einzigen Elektrophorese aufge-
trennt werden. Die daraus resultierenden Frag-

-~ mentmuster sind charakteristisch fiir die fiinf
verschiedenen Toxin-Gen-Gruppen der 4. pleu-
ropneumonide Serotypen 1, 5a,5b, 9 und 11
(Gruppe 1), Serotypen 2, 4, 6,8 (Gruppe 2), Sero-
typ 3 (Gruppe 3), Serotypen 7 und 12 (Gruppe
4) und Serotyp 10 (Gruppe 5). Die Identifikation
der Toxin-Gene, welche fiir die Virulenz von Be-
deutung sind, verbessert die Differenzierung von
A.pleuropneumoniae-Stimmen in der Diagno-
stik und erlaubt die Charakterisierung von Stim-
men mit atypischen Toxin-Mustern.

Schliisselworter: Actinobacillus pleuro-
prneumoniae — Apx-Toxine — Haemolysine —
Virulenz — Zytotoxine

Einleitung

Die drei Protein-Toxine, das stark himolytische ApxI,das
schwach himolytische ApxIl und das ahimolytische
ApxIIl, sind Hauptvirulenzfaktoren des Schweinepatho-
gens Actinobacillus pleuropneumoniae (Frey et al.,
1993b; Frey, 1994; Frey et al., 1994a; Frey und Nicolet,
1990). Die Biosynthese und Sekretion eines oder zwei
verschiedener Apx-Toxine charakterisieren im wesentli-
chen die Virulenz der 12 verschiedenen A. pleuropneu-
moniae-Serotypen (Frey, 1994; Frey et al., 1994a; Reimer
etal., 1995).
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Toxin typing of Actinobacillus
pleuropneumoniae by PCR

For the determination of the apx toxin genes in
Actinobacillus pleuropneumoniae strains, five
PCR reactions were developed which allow the
detection of the activator and structural genes
and the secretion genes of the toxins ApxI, ApxIl
and ApxIIl The oligonucleotide primers were
chosen in order to amplify characteristic parts of
the activator and structural genes apxICA,
apxlICA and apxIIICA, and the secretion genes
apxIBD and apxIIIBD. The annealing tempera-
ture of all five reaction was identical in order to
allow the five reactions in a single PCR run. The
differences in length between the individual am-
plified gene fragments allowed all product frag-
ments to be separated in a single electrophoresis.
This way, a typical toxin gene pattern could be
obtained which is characteristic for the five tox-
in gene groups of A. pleuropneumoniae includ-
ing serotypes 1, 5a, 5b,9 and 11 (group 1), sero-
types 2, 4, 6 and 8 (group 2), serotype 3 (group
3), serotypes 7 and 12 (group 4), and serotype 10
(group 5). The identification of the toxin genes,
which have significance in virulence, enhance
and facilitate differentiation of A.pleuropneu-
moniae and allow the detection of serotypes
with an atypical toxin pattern.

Key words: Actinobacillus pleuropneumo-
niae — Apx toxins — hemolysins — virulence
— cytotoxins

Genetische Studien zeigten, dass ApxI auf einem polyci-
stronischen Operon mit den Genen apxICABD kodiert
ist. Das Operon apxICABD ist in den Serotypen 1,5a, 5b,
9,10 und 11 vorhanden. Das Gen apxIC kodiert fiir ein
Aktivator-Protein, welches das Struktur-Protein, das von
apxIA kodiert wird, durch eine Fettsaurenmodifikation
aktiviert. Die Gene apxIBD kodieren fiir zwei Proteine,
welche fiir die Sekretion des Toxins verantwortlich sind.
Das Operon, das ApxII kodiert, enthilt nur das Aktivator-
und Struktur-Gen apxIICA und ist in allen Serotypen
ausser in Serotyp 10 vorhanden (Frey et al., 1993b; Jan-
sen et al., 1992). Die Sekretion von ApxII scheint die

Schweizer
Archiv fiir
Tierheilkunde



122

Genprodukte apxIBD zu benutzen (Frey et al., 1994a;
Frey et al., 1993a). Diese Gene sind in den Serotypen 1,
5a, 5b, 9 und 11 im kompletten apxICABD Operon ent-
halten und in den anderen Serotypen, ausgenommen 3,
als partielles Operon in Form von apxIBD vorhanden.
ApxIIlist auf dem Operon apxIIICABD kodiert, welches
in den Serotypen 2, 3, 4, 6 und 8 vorhanden ist (Frey et al.,
1993b; Jansen et al., 1993). Eine kiirzliche Studie an allen
A. pleuropneumoniae-Serotyp-Referenzstimmen und
an tiber 300 Feldstimmen hat gezeigt, dass die Produk-
tion der verschiedenen Apx-Toxine sowie die Verteilung
der einzelnen apx-Gene in den verschiedenen Stimmen
eines gegebenen Serotyps konstant sind und dass die
apx-Gene im allgemeinen exprimiert werden. Das Vor-
handensein der verschiedenen apx-Toxingene ist dem-
zufolge ein niitzlicher Marker fiir die Expression und
Sekretion der verschiedenen Toxine ApxI, ApxII und
ApxIII und ein Hinweis auf die Virulenz eines bestimm-
ten Stammes. Die Identifikation der apx-Toxingene ist
von grossem diagnostischem und epidemiologischem
Wert. Fir eine schnelle und sichere Identifikation der
apx-Toxingene haben wir eine PCR-Methode entwickelt,
welche mit fiinf Reaktionen das gesamte Toxin-Gen-Mu-
ster eines A. pleuropneumoniae-Isolates ermittelt.

Material und Methoden
Bakterienstamme

Die folgenden A. pleuropneumoniae-Referenzstimme
wurden benutzt: Serotyp 1,4074; Serotyp 2,515306; Sero-
typ 3,51421;Serotyp 4,M62;Serotyp 5a,K17;Serotyp 5b,
L20; Serotyp 6, femg; Serotyp 7, WE83; Serotyp 8, 405;
Serotyp 9, CVI 13261; Serotyp 10, 13039; Serotyp 11,
56153; Serotyp 12,8329, (Frey, Nicolet, 1990). A. pleuro-
pneumoniae-Feldstimme stammen aus Laboratorien
der folgenden Linder: Australien, Belgien, Brasilien,
Kanada, Tschechische Republik, Dinemark, Frankreich,
Grossbritannien, Italien, Japan, Niederlande, Norwegen,
Ruminien, Schweden, Spanien, Schweiz, Taiwan, U.S.A.
Die Stimme wurden zur Uberpriifung nochmals seroty-
pisiert. A. pleuropneumoniae wurde auf Columbia
broth agar (BBL Microbiology Systems, Cockeysville,
Md, USA) mit 0,01% [B-NAD-Zusatz (Sigma Chemicals,
St. Louis, Mo, USA) kultiviert.

Zubereitung der hakteriellen Proben fiir die PCR-Reaktion

Zur Aufbereitung der genomischen DNA wurden Zellen
von 4 bis 5 A. pleuropneumoniae-Kolonien direkt in
500 ul PCR-Lysierungspuffer (100 mM Tris-HCI pH 8.5,
0,05% Tween 20, 0.24 mg/ml Proteinase K) (Leng et
al., 1994) suspendiert, 60 Minuten bei 60 °C lysiert und
wihrend 15 Minuten bei 95 °C zur Inaktivierung der
Proteinase erhitzt.
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Oligonukleotid-Primer und PCR Reaktion

Die spezifischen Oligonukleotid-Primer zur Verstir-
kung der Gene apxICA, apxIICA, apxIIICA, apxIBD und
apxIlIBD basieren auf den publizierten DNA-Sequenzen
(Frey et al., 1994b; Chang et al., 1989; Chang et al., 1993;
Jansen et al., 1993) und wurden mit dem Programm
OLIGO (National Biosciences, Plymouth, MN, USA) be-
rechnet,damit fiir alle fiinf Reaktionen die gleichen Para-
meter des Thermozyklers benutzt werden konnen. Zur
Berechnung der Primer fiir apxICA wurden die Sequenz-
unterschiede zwischen apxIA und dem varianten Gen
apxl,,, der Serotypen 5a, 5b und 10 (Nagai et al., 1993;
Frey et al., 1993a) beriicksichtigt. Fiir die spezifischen
Primer von apxIIICA wurden die Sequenzunterschiede
von apxIIIA der Serotypen 3, 4,6 und 8 und der Gen-
variante apxlIllA,,. im Serotyp 2 (Jansen et al., 1993;
Chang et al., 1993) miteinbezogen. Die Oligonukleotid-
Primer fiir die verschiedenen Gene,ihre Lokalisation auf
den betreffenden Gensequenzen und die erwarteten
Lingen der synthetisierten DNA-Fragmente sind in Ta-
belle 1 aufgefiihrt. Die PCR Reaktionen wurden mit dem
Thermocycler Gene Amp 9600 (Perkin Elmer Cetus,Nor-
walk, CT,USA) durchgefiihrt. Zwei ul lysierte Zellen oder
5 ng reine genomische bakterielle DNA wurden zu 48 ul
Taq-PCR Mix gegeben (10 mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5 mM
MgCl,, 50 mM KCl, 0,005% Tween 20,0.005% NP-40 De-
tergens, 170 uM von jedem der vier dNTP, 0.25 uM der
betreffenden Oligonukleotid-Primer). Pro Reaktion wur-
den 0.5 Einheiten 7aq Polymerase (Bohringer Mann-
heim, Deutschland) zugegeben. Die Proben (50 u1 Total-
volumen) wurden 35 Verstirkungszyklen von je 30 Sek.
95 °C, 30 Sek. 55 °C, 2 Min. 72 °C unterworfen. Pro Test
wurden je 4 ul aller 5 PCR-Produkte gemischt und ge-
meinsam auf einem 0,7 % Agarose-Gel (Ausubel et al.,
1990) analysiert. HindIll verdaute DNA von Bakterio-
phag Lambda wurde als Standard fiir Molekulargewichte
benutzt.

Resultate

Die PCR-Reaktionen wurden zuerst mit reiner genomi-
scher DNA der A. pleuropneumoniae-Referenzstimme
der Serotypen 1 und 2 analysiert. Serotyp 1 DNA ergab
positive Rektionen fiir die Gene apxICA, apxIBD und
apxIICA, und Serotyp 2 DNA verstirkte die Gene
apxIBD, apxIICA, apxIIICA und apxIIIBD, was den To-
xin-Gen-Profilen dieser Referenzstimme entspricht
(Beck et al., 1994). Die PCR-Fragmente der Gene apxICA,
apxIBD und apxIICA von Serotyp 1 sowie apxIIICA und
apxIIIBD von Serotyp 2 wurden als Standard benutzt
(Abbildung 1). DNA verschiedenster bakterieller Stam-
me, die Toxin-Gene enthalten welche mit den apx-Ge-
nen nahverwandt sind, wie Pasteurella bhaemolytica,
E.coli pHLY, Actinobacillus actinomycetemcomitans
und Bordetella pertussis,ergaben in allen 5 PCR-Reaktio-
nen negative Resultate. DNA von Actinobacillus suis-
Stamm ATCC15558, der wie A. pleuropneumoniae
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Tabelle 1: Sequenzen und

. i X verstiarkte Primer Sequenz GenBank  Position Fragment
Posztzonefz fler Oligonukleotid- Cene Nitie Foscits e Lifae o
Primer die in der PCR- . -

Reaktion benutzt werden, apxICA  XICAL TIGCCTCGCTAGTTGCGGAT X68595  440-459
, , . XICAR  TCCCAAGTTCGAATGGGCTT -
L bezeichnet die Vorwdrts- ‘ e v
, L . apxlICA XIICAL  CCATACGATATTGGAAGGGCAAAT M30602  599-621
II; el R die Riickwdrts XIICAR  TCCCCGCCATCAATAACGGT M30602  2651-2631 2088
rimer
apxllICA XIICAL  CCTGGTTCTACAGAAGCGAAAATC L12145 595-619
XIICA-R  TTTCGCCCTTAGTIGGATCGA L12145  2351-2331 1755
apxIBD  XIBD-L GTATCGGCGGGATTCCGT X68595  4986-5003
XIBDR  ATCCGCATCGGCTCCCAA X68595  6433-6416 1447
apxIIBD XIIBD-L  TCCAAGCATGTCTATGGAACG L12145  5655-5675

XIIBD2-R AACAGAATCAAAATCAGCTTGGTT L12145

6623-6600 968

ApxI und ApxII produziert (Burrows, Lo, 1992), ergab
positive Reaktionen fiir apxICA und apxlICA, hingegen
nicht fiir die anderen Toxin-Gene. Dies zeigt, dass die
Aktivator- und Strukturgene von Apxl und ApxII in
A. suis mit denjenigen von A. pleuropneumoniae sehr
ahnlich sind, nicht aber die Gene der Sekretionspro-
teine.

Um zu uiberpriifen, ob die PCR-Reaktion auch mit lysier-
ten Zellen benutzt werden kann, was fir eine rationelle
diagnostische Methode wichtig ist, wurden die PCR-Re-
aktionen mit Zell-Lysaten aller 12 A. pleuropneumo-
niae-Serotyp-Referenzstimme durchgefiihrt. Die Resul-
tate der Gelanalysen dieser PCR-Produkte sind in Abbil-
dung 1 dargestellt. Sie entsprechen den Lingen der ver
schiedenen apx-Gensegmente (in Tab. 1), die in den ent-
sprechenden Serotypen vorhanden sind (Abb. 1). An-
hand dieser Resultate lassen sich die 12 Serotypen in 5
Toxin-Gen-Gruppen einteilen (Tab. 2), wie dies schon
bei den Hybridisierungen mit den individuellen apx-Ge-
nen der Fall war (Beck et al., 1994). Zur Validierung der
PCR Methode fiir die Analyse von Feldisolaten wurden
gesamthaft 130 Stimme (mindestens jedoch je 8 Stimme
pro Serotyp) untersucht, die von verschiedensten Labo-

St 1 2 3 4 525 6 7 8 9 101112 M

apxICA
apxIICA
apxIliCA

apxIBD
apxliiBD

0.6

Abbildung 1: Agarose-Gel-Elektrophorese der
PCR-Fragmente der 5 Reaktionen, die mit Lysaten
von allen Serotyp-Referenzstdmmen 1 bis 12 erbalten
wurden. St, Standard PCR-Fragmente der Gene
apxICA, apxIBD und apxIICA von Serotyp 1 und
apxIIICA und apxIIIBD von Serotyp 2, die mit reiner
DNA verstdrkt wurden. M, HindIII verdaute DNA von
Bakteriophag Lambda, die Standardldingen sind in
Kilobasenpaaren angegeben.
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ratorien aus verschiedensten Regionen weltweit isoliert
wurden. Alle Stimme waren frither auf das Vorhanden-
sein der verschiedenen individuellen apx-Gene mittels
DNA:DNA Hybridisierungen untersucht worden (Beck
etal., 1994). Alle PCR-Reaktionen zeigten die erwarteten
DNA-Fragmente fiir die spezifischen Gene der betreffen-
den Serotypen, wie sie bei den Serotyp-Referenzstim-
men vorhanden sind (Abb. 1). Die verschiedenen apx-
Gene scheinen deshalb in den Segmenten, die fiir die
Berechnungen der Oligonukleotid-Primer verwendet
wurden, keine wesentlichen Variationen aufzuweisen.
Die Stabilitit der Zell-Lysate wurde durch wiederholte
Analysen einiger Proben nach 3 und 8 Wochen Lagerung
bei Zimmertemperatur untersucht. Alle Proben ergaben
nach 8 Wochen Lagerung die gleichen Resultate wie di-
rekt nach der Zell-Lyse. Zudem haben wir mehrere Lysate
von A. pleuropneumoniae-Stimmen untersucht, die uns
von verschiedensten Laboratorien weltweit ohne Kiih-
lung zugesandt wurden, und von denen wir gute PRC-
Produkte erhielten.

Diskussion

Die Serotypisierung ist die meistbenutzte Methode zur
Subtypisierung von Actinobacillus pleuropneumoniae-
Stimmen in Diagnostik und Epidemiologie der Schwei-
nepleuropneumonie. Zur Zeit sind 12 Serotypen mit un-
terschiedlicher Virulenz bekannt. Zudem wird der Sero-
typ 5 in Subtypen 5a und 5b unterschieden. Die Analyse
der Apx-Gene einer grossen Anzahl von Feldstimmen
aus verschiedensten Lindern hat kiirzlich ergeben, dass
die verschiedenen Apx-Toxin-Genotypen und Phenoty-
pen fiir die Serotypen konstant und charakteristisch sind
(Beck et al., 1994). Die hier beschriebene PCR-Methode
ergibt die gleichen Typisierungsresultate wie die DNA:
DNA-Hybridisierungen, ist aber bedeutend einfacher
und schneller zu handhaben. Da die Analysen durch Hy-
bridisierungen mit den 10 individuellen apx-Genen zeig-
te, dass bei den apx-Genen die benachbarten C- und
A-Gene und die B- und D-Gene immer zusammen vorka-
men (Beck et al., 1994), wurden diese Gene in dieser PCR
Methode zusammen verstirkt, um die Anzahl der Reak-
tionen zu vermindern. Die auf PCR-Verstirkung aufge-
baute apx-Toxin-Gen-Analyse von A. pleuropneumo-
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Tabelle 2: PCR Resultate der apx-Toxin-Gene in den
verschiedenen A. pleuropneumoniae Serotyp-
Referenzstdmmen.

Serotypen apxICA apxlICA apxIICA apxIBD apxIlIBD
1,52,5b,9,11 + - - .
2468 . 4 .
75'12 . - + - + -~
. . ¢ .

10 : .

niae stellt deshalb eine einfache, schnelle und sichere
Typisierungsmethode dar, die wertvolle Informationen
uber die potentielle Virulenz eines isolierten Stammes
ermittelt. Die zwolf verschiedenen Serotypen konnen in
5 Toxin-Gen-Gruppen unterteilt werden (Tab. 2). Die Ty-
pisierung von A. pleuropneumoniae durch die apx-
Gene erlaubte ebenfalls eine eindeutige Unterscheidung
zwischen den serologisch schwierig trennbaren Seroty-
pen 3 und 8. Die Methode erlaubt deshalb, die Resultate
der Serotypisierung zu einem gewissen Grad zu bestiti-
gen. Zudem kann die Methode auch atypische Stimme
eines bekannten Serotyps erortern, welche gewisse apx-
Gene verloren und dadurch ihre Virulenz verindert ha-
ben. Solche Resultate konnen in Diagnose, Epidemiolo-
gie und Uberwachungsprogrammen der Pleuropneumo-
nie der Schweine eine wichtige Rolle spielen. Die PCR-
Methode wurde jedoch nicht so ausgelegt, dass mit ihr
das Spezies A. pleuropneumoniae von anderen bakte-
riellen Spezies unterschieden werden kann, weil festge-
stellt wurde, dass andere Spezies der Familie der Pasteu-
rellaceae ebenfalls gewisse apx-Toxin-Gene enthalten
Burrows und Lo, 1992; Beck et al., 1994; Beck, 1994).
Die hohe Homologie zwischen den DNA-Sequenzen
ashCA von A. suis und apxIICA von A. pleuropneumo-
niae sagt voraus, dass die PCR-Methode das entsprechen-
de ashCA-Fragment von A. suis verstirken wird. Wir
haben mit dieser PCR-Methode in A. suis aber nicht nur
ashCA (apxIICA), sondern auch analoge Gene zu
apxICA verstirkt (J. Frey und J. Maclnnes, unpublizierte
Resultate). Zusammenfassend stellen wir hier eine PCR-
Methode vor, die mit fiinf Reaktionen erlaubt, das apx-
Genprofil von A. pleuropneumoniae-Stimmen zu eta-
blieren. Sie erweist sich nebst der Serotypisierung als
wertvolle erginzende Methode zur Routine-Typisierung
von A. pleuropneumoniae-Stimmen und erlaubt eine
Einschitzung der potentiellen Virulenz von A. pleurop-
neumoniae-Isolaten.
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