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Summary

The virulence factors of Actinobacillus pleuropneumoniae (App) have been described. The most important
among them are: Apx toxins, proteases, lipopolysaccharides (LPS), capsule polysaccharides (CPS), outer
membrane proteins and adhesins. All App strains possess CPS, which facilitates their invasion by protecting
bacteria from the defense of the host immune system (phagocytosis and lysis). It also prevents the opsonization
and removing of bacteria from the respiratory tract. Being a component of the external membrane, LPS
induces production of the tumor necrosis factor, interleukins, interferons, activated oxygen compounds,
prostaglandins, platelet activating factor and leukotrienes. Proteases released by App have the capacity of IgA
cleavage and degradation of hemoglobin. These facilitate mucosal colonization and acquisition of iron ions
necessary for the survival of bacteria. Actinobacillus pleuropneumoniae synthesizes four toxins: ApxI, ApxII,
ApxIII and ApxIV. They have the ability to form pores in biological membranes and stimulate secretion of
proinflammatory mediators. They possess hemolytic and cytotoxic capacities. Apx toxins damage endothelial
cells and activate the thrombocytes which result in microclot formation leading to necrosis. Apx toxins are
also highly immunogenic. They play a dominant role in the pathogenesis of swine pleuropneumonia. The lack
of Apx genes definitely causes a loss of bacterial virulence. Nevertheless, other App structures may also

significantly affect the course of App infection.
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Actinobacillus pleuropneumoniae (App) Jest czyn-
nikiem etiologicznym pleuropneumonii §win — jednej
z najwazniejszych bakteryjnych chorob uktadu odde-
chowego, powodujacej duze straty ekonomiczne w pro-
dukcji trzody chlewne;.

Jest to Gram-ujemna bakteria nalezaca do rodziny
Pasteurellaceae. Do chwili obecnej zidentyfikowano
15 serotypow App nalezacych do dwdch biowarow —
I — obejmujacego szczepy zalezne od dwunukleotydu
nikotynamidoadeninowego (NAD) oraz I — obejmu-
jacego szczepy NAD-niezalezne (22). Bakterie nale-
zace do roznych serotypdow, ale rOwniez szczepy w ob-
rebie tego samego serotypu, z uwagi na mnogos¢ i roz-
norodnos$¢ czynnikow determinujacych zjadliwosce,
moga wykazywa¢ odmienng wirulencjg.

W patogenezie pleuropneumonii bierze udziat sze-
reg elementow, decydujacych o zjadliwosci szczepow
App. Do najwazniejszych czynnikéw wirulencji App
zalicza si¢: egzotoksyny (toksyny Apx), proteazy, lipo-
polisacharydy (LPS) oraz struktury wystepujace na
powierzchni komorki, tj. polisacharydy otoczki, biat-
ka btony zewnetrznej i adhezyny (2, 6).

Otoczka polisacharydowa

Wigkszos¢ bakterii, w tym takze App, wytwarza
zewnatrzkomoérkowe substancje luzno lub $cisle zwia-
zane z powierzchnig komorki. Struktury te zwane sa
otoczkami polisacharydowymi (capsular polysaccha-
ride, CPS), a takze bakteryjnymi egzopolimerami, gli-
kokaliksem lub zewnatrzkomdrkowymi substancjami
polimerycznymi (extracellular polymeric substances,
EPS). Zazwyczaj maja one grubos¢ 0,2-1,0 um oraz
zroznicowana budowe chemiczna (11).

Wszystkie szczepy App posiadaja CPS. Otoczka jest
antygenem dominujacym, na podstawie ktorego gatu-
nek App podzielony zostal na serotypy. Sktada si¢ ona
z ujemnie natadowanych weglowodanowych polime-
row (7).

Otoczka determmuje wirulencj¢ szczepow App.
Usprawnia ona inwazj¢ bakteryjna, chroniac zarazek
przed immunologiczng obrong ze strony gospodarza,
migdzy innymi przez hamowanie kaskady dopelnia-
cza. Zapobiega ona takze fagocytozie oraz lizie ko-
morek App przy udziale dopetniacza oraz opsonizacji
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1 usuwaniu komorek z uktadu odde-
chowego $wini (6, 10).

Lipopolisacharyd

LPS, zwany inaczej endotoksyna,
z uwagi na obecno$¢ zarowno hyd-
rofobowych, jak i hydrofilowych
miejsc, jest molekula amfipatycz-
na, wchodzaca w sktad zewngtrznej
warstwy btony zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych.

LPS zbudowany jest z czg$ci polisacharydowej i li-
pidowej. Schemat jego budowy przedstawiono na
ryc. 1. Sktada sig¢ on z trzech zasadniczych elementéw
strukturalnych: lipidu A, oligosacharydu rdzeniowe-
go, zawierajacego kwas 2-keto-3-deoksyoktonowy
(Kdo) 1 O-swoistego tancucha polisacharydowego,
nazywanego antygenem O. W btonie zewngtrznej LPS
zakotwiczony jest lipid A, za$ odcinek cukrowy skie-
rowany jest na zewnatrz komorki bakterii (3, 8, 13).
Sposréd elementéw budujacych LPS, lipid A wraz
z Kdo stanowi jej najbardziej konserwatywny element
sktadowy. Toksyczno$¢ czasteczki LPS zwiazana jest
z jej czescia lipidowa, natomiast immunogennos¢
— glownie z fragmentem cukrowym (13).

Przypuszczalnie kazda komorka organizmu wyka-
zuje zdolno$¢ do interakcji z LPS, jednakze w rozpo-
znawaniu LPS przez organizm gospodarza nadrz¢dna
role pelnia komorki nalezace do uktadu immunologicz-
nego, zwtaszcza monocyty, makrofagi, neutrofile oraz
limfocyty B 1T (14). Wspomniana endotoksyna indu-
kuje produkejg réznych silnych mediatorow prozapal-
nych, m.in.: czynnika martwicy nowotwordéw (Tumor
Necrosis Factor), interleukin (IL-1, 6, 8), interferonu,
aktywowanych zwiazkow tlenowych, prostaglandyn,
czynnika aktywujacego ptytki krwi (Platelet Activa-
ting Factor) 1 leukotriendéw, powodujacych uszkodze-
nia tkanek gospodarza (21).

Proteazy

Wiele patogennych gatunkow bakterii kolonizuja-
cych powierzchnig $luzéwki uwalnia enzymy, ktore
rozszczepiaja lub catkowicie degraduja immunoglo-
buliny 1 inne struktury gospodarza, ulatwiajac inwa-
zjg. Do takich enzyméw zalicza sig proteazy. NaleZq
one do klasy hydrolaz katahzujqcych rozpad wiazan
peptydowych Dziatanie tych enzymow sugeruje ich
zaangazowanie w procesie patogenezy zakazen wy-
wotywanych przez chorobotworcze drobnoustroje (16).

Wystgpowanie uwalnianych przez App proteaz zi-
dentyfikowane zostato po raz pierwszy przez Kiliana
iwsp. (12) podczas doswiadczenia z degradacja prze-
ciwciat IgA $wini. Obecnie wiadomo, iz App serotyp
1 uwalnia proteazy o réznej masie molekularnej t].
>200, 200, 90, 80, 70 1 50 kDa. Wykazuja one aktyw-
no$¢ w szerokim zakresie pH (od 4 do 8). Najbardziej
optymalna warto$cia pH jest dla nich warto$¢ wyno-
szaca 6-7, natomiast przy pH 4 1 powyzej 9 proteazy
App wykazuja aktywnos$¢ mniejsza o 20-30%.

tancuch 0-swoisty

Rdzen

Ryc. 1. Schemat budowy LPS

Proteolityczne funkcje proteaz wzmacniane sa przez
jony Ca*" i Zn**, podczas gdy zwiazki chelatujace, ta-
kie jak EDTA czy EGTA, powoduja hamowanie ich
aktywnosci. Dodatkowo skutecznym inhibitorem pro-
teazy 70 kDa jest benzoesan parahydroksyrtgciowy. Na
skutek jego dziatania traci ona swoje proteolityczne
wlasciwosci. Proteazy nie traca swoich wlasciwosci
w temperaturze —20°C przez okres powyzej miesiaca.
W obecnosci jonow wapnia zachowuja one stabilnosé
w 80°C (16, 17).

Uwolnione przez komorke bakteryjna App prote-
azy posiadaja zdolnos¢ degradacji $winskiej zelatyny
oraz, cho¢ w mniejszym stopniu, §winskiej, wotowej
1 ludzklej hemoglobiny (Hb). Ponadto enzymy te po-
trafia degradowac¢ sekrecyjne i powierzchniowe IgA.
Sugeruje sig, ze proteazy rozszczepiajace [gA ulatwiaja
App kolonizacje $luzowki, natomiast rozktad Hb po-
zwala im pozyskiwa¢ niezbedne do przezycia jony
zelaza (16, 17).

Toksyny Apx

Budowa genotypowa i fenotypowa toksyn Apx.
Pomimo wystgpowania wielu czynnikow w1rulenCJ1
glowna role w patogenezie pleuropneumonii §win pel-
nig toksyny Apx, nalezace do rodziny RTX toksyn (re-
peats in the structural toxin — powtorzenia w strukturze
toksyny). Toksyny te wystepuja powszechnie wsrod bak-
terii Gram-ujemnych. Posiadaja one zdolno$¢ tworzenia
poréw w btonach biologicznych. Aktywnos$¢ hemoli-
tyczna zwykle wykazuja w warunkach in vitro (1, 5).

Actinobacillus pleuropneumoniae posiada cztery
toksyny RTX: ApxI, ApxIl, ApxIIl oraz ApxIV (1, 5).
Wystgpowanie gendw i toksyn Apx oraz ich charakte-
rystyke przedstawiono w tab. 11 2.

ApxI jest silnie hemolitycznym i cytotoksycznym
biatkiem o masie 105 kDa, ktére powoduje efekt
CAMP (Christie-Atkins-Munch-Petersen), polegajacy
na wzmacnianiu lizy erytrocytow, wywotanej dziata-
niem sfingomielinazy (B-toksyna) Staphylococcus
aureus. Wczesniej byla ona nazywana hemolizyna I
lub cytolizyna I. Wykazuje ona silne podobienstwo do
a-hemolizyny (HlyA) Escherichia coli. W swojej struk-
turze posiada silnie hydrofobowa domeng oraz 13 po-
wtorzen odcinkdéw bogatych w glicyng. Toksyna ApxI
wytwarzana jest przez najbardmej zjadliwe szczepy
serotypow 1, 5,9, 10, 11 1 14 (4, 15).

ApxII jest stabo hemolitycznym 1 Srednio cytotok-
sycznym biatkiem o masie 105 kDa, nazywanym daw-
nej hemolizyna II lub cytolizyna II. Wystepuje ona we



Tab. 1. Wystepowanie genow i toksyn Apx w szczepach Actin
serotypy

obacillus pleuropneumoniae reprezentujacych poszczegolne

apxICABD apxIICA apxIlICA apxICABD
LY apxliCA apxICABD |\ iCABD |  apxIlICABD Rl GERAED AllE apxlICA
Toksyny ApxI Apxll Apxl ApxIl Apxlll Apxlli Apxll Apxl Apxll ApxI Apxll

Tab. 2. Genotypowa i fenotypowa charakterystyka toksyn Apx

Apxl + + + silna silna 105 1,5,9,10,11i14
_ . . wszystkie z wyjatkiem
Apxll + + staba Srednia 105 serotypéw 10 i 14
Apxlll + + + brak silna 120 2,3,4,6,8i15
ApxIV ORF1 + - staba nieokreslona 170-202 wszystkie

wszystkich szczepach App, z wyjatkiem nalezacych
do serotypow 10 1 14. Posiada wszystkie charaktery-
styczne dla RTX toksyn domeny, jednak zawiera tyl-
ko 8 powtorzen bogatych w glicyne (4, 15). Opierajac
si¢ na sekwencji aminokwasowej, toksyna ApxII jest
immunologicznie odlegta od ApxI, ale blisko spokrew-
niona z leukotoksyna (Lkt) Pasteurella haemolytica (4).

Najbardziej cytotoksyczna nichemolityczna toksy-
na ApxlIl, wecze$niej zwana pleurotoksyna, o masie
czasteczkowej 120 kDa, produkowana jest przez szcze-
py serotypow 2, 3,4, 6, 81 15. Wykazuje ona znaczace
podobienstwo aminokwasowe do ApxI oraz HlyA,
i podobnie jak toksyna I zawiera 13 powtdrzen boga-
tych w glicyng (4, 15).

Toksyny ApxI, ApxII i ApxIIl produkowane sa
rowniez przez inne gatunki Actinobacillus, takie jak:
A. rosii, A. suis, A. lignieresii 1 A. porcitonsillarum
(5, 18). Innymi bakteriami produkujacymi RTX tok-
syny, ktore wykazuja reakcj¢ krzyzowa z Apx App,
sa: A. seminis, A. equuli, Pasteurella aerogenes, P. mul-
tocida, Haemophilus parasuis 1 Mannheimia (Pasteu-
rella) haemolytica (15, 19, 20).

ApxIV jest toksyna specyficzna dla App, kodowa-
na przez gen apxIVA. Jest ona odmienna antygenowo
od pozostatych trzech Apx toksyn. Wystepuje w szcze-

pach wszystkich serotypoéw, jednakze jej ekspresja
nastepuje jedynie in vivo, czyli po infekcji $wini App
(1, 6, 18, 19). Z uwagi na specyficzno$¢ gatunkowa
genu apxIVA App w Zaktadzie Choréb Swin Panstwo-
wego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego In-
stytutu Badawczego w Putawach opracowano test PCR
do amplifikacji fragmentu tego genu (23).

Rekombinant ApxIV produkowany przez E. coli
wykazywal staba aktywno$¢ hemolityczng oraz hemo-
lityczna synergi¢ ze sfingomielinaza Staphylococcus
aureus (19) (tab. 2).

Geny kodujace toksyny Apx App wystgpuja w ope-
ronach policistronowych. ApxI kodowana jest w ope-
ronie apxICABD, ApxII w apxIICA, natomiast ApxIII
w apxIIICABD. W operonach tych gen A koduje pre-
toksyne, gen C biatko zwiazane z potranslacyjna akty-
wacja pretoksyny, za$ biatka kodowane przez geny B
1 D uczestnicza w aktywnym transporcie toksyn Apx,
jako sekrecyjny aparat typu I (20) (ryc 2). W przypad-
ku toksyny ApxII, ktorej operon nie posiada genow B
1 D, transport mozliwy jest przy wykorzystaniu syste-
mu sekrecyjnego Apxl. Wyjatek stanowi serotyp 3
pozbaw1ony gendw apxIBD. Wsrod roznych seroty-
pow App gen toksyny ApxIV charakteryzuje si¢ zmien-
na wielkoscia (18). Do swej aktywacji wymaga ona
obecnosci dodatkowego genu — ORF1,
polozonego bezposrednio za struktural-

Aktywator Pretoksyna Sekrecjatypul

> . nym genem ApxIV (19).
8 A L8 H D Genotypowa i fenotypowa analiza
_Tfa_nrsf_r_}ﬁp_cj_a___________________-______S_? - duzej hCZby SZCZCpOW wszystkich
serotypow 1 serowardw, izolowanych
Helisa - Domeny Pyl Kaseta z r6éznych obszaréw geograficznych,

Al atyc a . . . . .
o e T = caii z nielicznymi wyjatkami, wykazywata
= N——C N A B Hpem—e n “ podobienstwo genetyczne i fenotypowe
- Acetylacja Stabilizacja Tworzenie Rozpoznanie Sygnal Dostarczanie Kanal pOSZCZegOIHYCh Serotypow 1 OdeWla-

poru poru

blony sekrecji

energil transportowy

Ryec. 2. Schemat genetycznej i strukturalnej organizacji RTX toksyny

dajacych im szczepow referencyjnych

4.
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Biofizyczne wlasciwosci toksyn ApxI, IT i IIL
Oprocz rozlegtej wiedzy o genotypowej i fenotypo-
wej budowie, znane sa biofizyczne i fizykochemiczne
parametry toksyn ApXI ApxII 1 ApxIII. Toksyny te cha-
rakteryzujq si¢ zroznicowang aktywnos$cia tworzenia
porow, ich wielko$cia oraz selektywno$cia jonowa.
Sposrod toksyn produkowanych przez App najwigk-
szy wptyw na przewodnosc btony wywiera Apxl, na-
stepnie ApxIII 1 ApxIl. Juz po 2 minutach od momen-
tu podania toksyny nastepuje wzrost przewodnictwa
btony, wartos¢ plateau zostaje osiagnigta po ok. 30 min.
(15).

Aktywnos$¢ toksyn App spowodowana jest przez ich
zdolno$¢ do tworzenia kanalow przepuszczajacych
jony. W jednakowych warunkach ApxI i ApxII for-
muja pory o zblizonej wielko$ci, natomiast ApxIII
tworzy kanatl o znacznie mniejszej Srednicy. Jednakze
toksyna ApxII charakteryzuje si¢ bardzo niska zdol-
noscia aktywacji tworzenia poroOw, w poréwnaniu z po-
zostalymi dwoma toksynami. Kanaty tworzone przez
toksyny Apx App wykazuja selektywno$¢ w stosunku
do kationow. Szybkos$¢ przepltywu poszczegolnych ka-
tiondw przez pory jest nastepujaca: Cs* = Rb" =
Na® > Li" > Tris" oraz NH," > N(CH,)," > N(Csz) 4*
(15).

Udzial toksyn Apx w wirulencji Actinobacillus
pleuropneumoniae. Wsrdd szczepéw App wyrdznic
mozna szczepy o zroznicowanej zjadliwos$ci. Badania
na $winiach i myszach zakazanych szczepami referen-
cyjnymi potwierdzity dane uzyskane w badaniach te-
renowych wskazujace na wysoka patogennos¢ szcze-
pow reprezentujacych serotypy 1, 5,91 11. Szczepy
produkujace tylko jedna Apx toksynq sa mniej wiru-
lentne od uwalniajacych dwie toksyny. Mozliwe jest
réwniez wystgpowanie odmiennej wirulencji w obrg-
bie danego serotypu, np.: szczepy serotypu 2 zalicza-
ne do biowaru I, wystgpujace na obszarze Europy, syn-
tetyzujac toksyne Apxl i Apxll, wykazuja wyzsza zjad-
liwo$¢ niz szczepy serotypu 2 biowaru II izolowane
w Ameryce Poinocnej produkujace jedynie ApxII (4).

Okreslajac roznice w w1rulen031 migdzy serotypaml
1szczepami App nie mozna wykluczy¢ innych niz Apx
toksyny czynnikow wirulencji, tj. LPS czy otoczki
polisacharydowej (4).

Toksyny Apx pelnia wazna rolg¢ w patogenezie
pleuropneumonii $win. Przede wszystkim umozliwiaja
one bakteriom ominigcie pierwszej bariery ochronnej
gospodarza. Dziataja one w dwojaki sposob: albo wy-
wotuja bezposredni efekt cytotoksyczny, albo oddzia-
tywuja posrednio, stymulujac sekrecje mediatorow pro-
zapalnych. Przy wysokim stezeniu toksyn Apx w bto-
nie fagocytow i innych komorek powstaja liczne pory,
co w konsekwencji prowadzi do osmozy komorek,
a nastgpnie ich $mierci. Z kolei mechanizm dziatania
posredniego polega na stymulacji makrofagéw 1 neu-
trofili do produkowania i uwalniania mediatorow za-
palnych, czyli reaktywnych form tlenu, enzyméw pro-
teolitycznych oraz cytokin (IL-1, IL-6, IL-8, TNF),
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majacych silnie szkodliwy wptyw na komoérki gospo-
darza. Na przyktad aktywowane neutrofile uwalniaja
mieloperoksydaze, ktora uczestniczy w przeksztatca-
niu nadtlenku wodoru w kwas podchlorawy, bedacy
najsilniejszym cytotoksycznym utleniaczem induko-
wanym w reakcji zapalnej. Ponadto toksyny, uszka-
dzajac komorki $rodbtonka, prowadza do aktywacji
ptytek krwi, w wyniku czego powstaja mikrozakrze-
py, miejscowe niedokrwienia, co w konsekwencji po-
woduje martwicg (6).

Udowodniono, ze oczyszczone toksyny Apx, w od-
réznieniu od zmutowanego szczepu pozbawionego
zdolnosci syntezy toksyn, powoduja charakterystycz-
ne dla pleuropneumonii zmiany patologiczne, co po-
twierdza rolg toksyn Apx w patogenezie choroby (6).

Rolg réznych toksyn Apx App w patogenezie pleu-
ropneumonii badano wykorzystujac mutanty z delecja
w genie apx. Jansen 1 wsp. (9) wykorzystali silnie wi-
rulentny szczep App 4074 nalezacy do serotypu 1.
Bakterie niezmutowane (ApxI 1 ApxIl) oraz mutanty
syntetyqu ace ApxI lub ApXII indukowaty wybuch tle-
nowy i powodowaty $mier¢ swifiskich neutrofili, w od-
roznieniu od szczepdw pozbawionych zdolnosci do
produkcji omawianych toksyn.

Immunogennosé toksyn Apx. Toksyny Apx sa
silnie immunogenne. Pobudzaja one uktad odpornos-
ciowy do produkcji znacznej ilosci swoistych prze-
ciwciat, biorac udzial w indukceji odporno$ci nabytej,
skierowanej przeciwko App (6). Jednakze, w zwiazku
z faktem, ze oprocz App zdolno$¢ produkcji ApxI,
ApxIl i ApxIII posiadaja rowniez inne gatunki bakte-
rii nalezace do rodzaju Actinobacillus, diagnostyka se-
rologiczna ukierunkowana na wykrywame przeciwciat
skierowanych przeciwko ww. toksynom App moze by¢
obarczona bigdem. Nie dotyczy to jedynie ApxIV, po-
niewaz jest ona specyficznym biatkiem App. Z tego
powodu wykrycie przeciwcial skierowanych przeciw-
ko wymienionemu biatku wskazuje na kontakt zwie-
rzgcia z patogennym szczepem App

Dzigki swej immunogennosci toksyny Apx badane
byty jako potenCJalny sktadnik szczepionki przeciw-
ko pleuropneumonii §win. Udzial toksyn Apx w in-
dukcji odpowiedzi immunologicznej potwierdzono
badajac awirulentny, niechemolityczny, zmutowany
szczep App serotypu 5 (brak sekrecji ApxI i ApxII).
Szczep pozbawiony zdolnosci do produkcji toksyn nie
indukowat odpornosci przeciwko szczepom dzikim
serotypu 5, uwalniajacym Apxl 1 ApxIl. Dla poréwna-
nia, immunizacja awirulentnym, zmutowanym szcze-
pem pozbawionym otoczki polisacharydowej pobudza-
ta limfocyty B do produkcji swoistych przeciwciat, co
dowodzi, ze toksyny sa istotne w indukcji pamigci
immunologicznej (4). W wielu badaniach z uzyciem
toksyn Apx, w kombinacji z innymi sktadnikami bak-
teryjnymi, wykazano, ze obecno$¢ toksyn jest niezbgd-
na do indukcji odpornosci na poziomie zapewniaja-
cym skuteczna ochrong. Niemniej jednak udowodnio-
no, ze toksyny Apx nie sa jedynymi czynnikami bio-
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racymi udziat w stymulacji uktadu immunologiczne-
g0 (6).

Podsumowanie

Nadrzgdna rolg w patogenezie pleuropneumonii
$win odgrywaja toksyny Apx. Brak genow apx powo-
duje nieodwracalne pozbawienie zarazka wirulencji.
Niemniej jednak takze inne struktury App moga zna-
czaco wplywac na przebieg zakazenia App.
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