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1.BEVEZETO

1.1 A Propionibacterium acnes jellemzése

Borlinkon, szervezetiink els6 védelmi vonalan kommenzalista ¢és patogén

mikroorganizmusok egyiittesen alakitanak ki dinamikus mikroflorat.

A Propionibacterium acnes (P. acnes) egy Gram pozitiv, coryneform, nem sporazo,
anaerob, opportunista baktérium [1,2]. Normal koriillmények kozott kommenzalistaként mas
mikroorganizmusokkal egyiitt, mint pl. a Staphylococcus epidermidis, a Micrococcus luteus
¢s a Malessezia furfur, az egészséges human bor mikrobiomjanak részét képezi [3], de ezen

kiviil a kotéhartyaban, a szajiiregben ¢€s a kiils6 hallojaratban is eléfordul [4].

1.2 A P. acnes patogenezise

Kordbban ugy vélték, hogy a P. acnes gyenge virulenciaji baktérium, azonban az
utobbi években egyre gyakrabban azonositjak kiilonb6zo korképekben [2]. Leggyakrabban az
acne vulgaris (akne) kialakitasaban jatszik szerepet, de Osszefliggésbe hoztak mas
betegségekkel is, mint pl. a szaruhartyafekély, szivbelhartya gyulladas, csontveldgyulladas,
sarcoidosis, SAPHO szindroma (synovitis-acne-pustulosis-hyperostosis-osteitis), kozponti
idegrendszeri fertézések, orvosi implantatumokkal kapcsolatos gyulladadsok vagy a prosztata
rak [5]. Azonban a P. acnes pontos szerepe a felsorolt betegségek patogenezisében nem

pontosan ismert.

1.3 Az acne vulgaris jellemzése

Az acne vulgaris multifaktoridlis eredetli, a pilosebaceous follikulusok kronikus
gyulladasos betegsége. A pilosebaceous follikulusok szOrtliszObdl, szOrszalbol és faggyu
mirigybdl épiilnek fel. A faggyimirigyek - ezen beliil az ket nagyrészt kialakitd szebocitak -
f6 feladata a faggyltermelés és kivalasztas. Az aknés elvaltozasok kialakuldsa foként a
megndvekedett faggya szekrécidval magyarazhatd, amely tapanyagforrasként szolgal a P.
acnes szamara, de tovabbi fontos patogén tényezOk kozé sorolhaté a koros duktalis
keratinizaci6 és a P. acnes abnormalis proliferacidja [6]. A baktérium elsésorban a
serdiilékoruak és a fiatal felnéttek olyan testfeliiletén kolonizal, amely gazdag

faggyumirigyekben, mint az arc-, homlok-, mellkas- és a hat borfeliiletei. Ritkan
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¢letveszélyes, azonban az ¢életmindséget jelentds mértékben befolydsolja fizikai ¢és

pszichologiai szempontbdl egyarant [3].

Klinikai tekintetben az acne vulgaris harom csoportra oszthatd: 1) ache comedonica:
nyitott és zart komedok jellemzik, amelyek valtozd szamban és intenzitdsban jelentkeznek
elsésorban az arc teriiletén; 2) acne papulopustulosa: a gyulladas elérehaladtaval fajdalmas
papullak jelennek meg, amelyek gyogyulas utan gyakran hegeket, forradasokat hagynak
maguk utdn; 3) acne conglobata: a legstlyosabb forma amelyet komeddk, pusztuldk,
megkeményedett papulak és talyogok jellemzik kiterjedt borteriileteket érintve. Ez utobbi
esetében a hegek - amelyek nemcsak az arcon, hanem a haton és a tarkon is kialakulhatnak -
igen szembetiindek, jelentdsen megvaltoztatva az érintett borfeliiletek kinézetét (torz

borfeliilet).

1.4 P. acnes kolcsonhatasa epidermalis sejtekkel

A bor legkiilso rétegének, az epidermisznek 95%-4t a keratinocitak alkotjak. Koradbban
ugy vélték, hogy az epidermisz szerkezetének fenntartdsaban, citokeratinok termelésében
jatszanak  szerepet ¢és  fizikai akadalyként funkciondlnak  kiillonb6z6  exogén
mikroorganizmusokkal szemben. Késébb azonban megfigyelték, hogy a keratinocitak
valamint a szebocitak immunoldgiailag aktiv sejtek, amelyek képesek immunfolyamatokat
aktivalni a mikroorganizmusokkal vagy ligandjaikkal valo stimulalas hatasara [7]. Ahogyan
szdmos mas immunsejt, a keratinocitak €s a szebocitdk is expresszaljak az Un. mintdzat
felismer6 receptorokat (Pattern recognition receptors; PRRs) mint pl. a Toll-szerii receptorok
(Toll-like receptor; TLR). Ezek a sejtfelszini vagy intracellularis receptorok a korokozok
patogén-asszocialt molekularis mintazatait (Pathogen-associated molecular patterns; PAMPS)
ismerik fel. A PAMP-ok ko6zé soroljuk, tobbek kozott, az els6sorban Gram-negativ
baktériumok altal expresszalt lipopoliszacharidot (LPS) vagy a Gram-pozitiv baktériumok
sejtfalalkotgjat a peptidoglikdnt (PGN). A receptor-ligand keresztkotés kovetkeztében
aktivalt sejtek effektor molekulakat, pl. gyulladaskeltd €s gatlo citokineket (pl. tumor nekrdzis
faktor-o; TNF-a, interleukin-10; IL-10) és kemokineket (pl. interleukin-8; IL-8) valamint
antimikrobialis peptideket (pl. human B-defenzin-2; hBD-2) szekretalnak [7]. Mivel azonban
a bor strukturalis sejtjei korantsem képesek olyan mennyiségii effektor molekulat termelni,
mint pl. a professzionalis immunsejtek (mint pl. a T-sejtek vagy a dendritikus sejtek) ezért

félprofesszionalis immunsejteknek tekinthetok, amelyek professziondlis immunsejteket
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toboroznak a gyulladas teriiletére [3]. Habar immunvalaszuk lasstibb ¢és Iényegesen kevesebb
effektor molekulat képesek szekretalni, a korokozok elleni harcban jelentds szerepet toltenek
be. Az epidermalis eredetli sejtek immunvalaszanak a specifikussagaért a kiilonb6z6 PRR
kombinaciokon keresztiil aktivalodo jelatvivo ttvonalak a feleldsek. Az utdbbi évek kutatasai
ravilagitottak, hogy az epidermalis sejtek - eddig ismeretlen molekularis mechanizmuson

keresztiil - meg tudjak kiilonboztetni a kommenzalistakat a korokozoktol [7].

Habar az akne stlyossaga és az adott teriileten talalhatdo P. acnes sejtszama kozotti
Osszefliggés maig vitatott, az utobbi években elvégzett tanulmanyok azt mutatjak, hogy a P.
valamint immunaktivaciojat [3,7,8]. Fontos kiemelni ugyanakkor, hogy ¢l6 P. acnes-el
torténd fertdzést kovetden a keratinocitdk és a szebocitak in vitro hBD-2, IL-8, IL-1a és
involucrin expresszidja izolatum specifikus mintazatot mutat [9]. Amig ugyanis a RAPD
alapjan (lasd késébb) IA filogenetikai tipusba sorolt 889 és 2005 izolatumok jelentdsen
megemelték a keratinocitak hBD-2 valamint involucrin expresszidjat, addig az adott 2 gén
kifejez6dését sem az IB tipusu 6609-es, sem a II tipusi ATCC11828 torzs nem indukalta.
Ezek az eredmények valoszintsitik, hogy az eltéré filogenetikai tipusokba sorolt P. acnes
torzsek eltéré genomjuk révén mas-mas molekulakat expresszalnak, ezaltal a gazda-sejtekkel
(elsdsorban az epidermalis sejtekkel) valo kolesonhatasuk sordn a kommenzalistdk esetében

tolerogenitast, a patogének esetében gyulladast valtanak ki.

1.5 P. acnes azonositas és osztalyozas

A P. acnes izolatumok mas mikroorganizmusoktdl vald elkiilonitése évekig a

crer

crer

szekvencia rovidsége azonban rendkiviili modon korlatozza az egyes torzsek kozotti
kiilonbségek meghatarozasanak lehetOségét. Perry és munkatarsai [2] éppen a felbontas
megndvelése érdekében adoptaltak a RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)
rovid (10 nukleotid hosszu) oligonukleotid primer segitségével amplifikalunk: mivel
rendkiviil rovid, az adott primer szamtalan sense €s antisense helyre képes bekdtni a genomba.

Az amplifikalt termékek gélen vald megfuttatdsa révén az eltérd mintdzatot mutatod térzsek
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elkiilonithetéek egymastol. A RAPD eldnye, hogy a hagyomanyos PCR alapu vizsgalatoktol
eltéréen nem igényli a célszervezet teljes genomjanak ismeretét [11]. Hatranya azonban, hogy
nem teszi lehet6vé egyetlen bazis valtozas észlelését a genomi DNS-ben, mivel az
amplifikédcié nem mindig tokéletes parosodas eredménye a primer és templat DNS kozott.
Mivel a moddszer nehezen reprodukalhato és a RAPD markerek alacsony
informaciotartalommal rendelkeznek [3], a moédszer nem a legalkalmasabb a P. acnes

filogenetikai analizisére.

1998-ban a Neisseria meningitidis baktérium filogenetikai osztalyozasara dolgoztak ki
az ugynevezett Multi-lokusz Szekvencia Tipizalasi sémat (Multi-Locus Sequence Typing;
MLST), amelyet azota szamos kornyezeti és patogén baktérium esetén alkalmaztak.
haztartasi gén részleges nukleotid szekvencia analizisén alapszik ¢és lehetévé teszi az
izolatumok molekularis szinten torténd Osszehasonlitd jellemzését. Mivel a molekularis
tipizalas DNS szekvencia alapt, ezaltal reprodukalhatd és megbizhatd osztalyozasi rendszert
biztosit. A mddszer soran a genomi DNS-b6l az aroE, atpD, gmk, guaA, lepA, recA és sodA
gének részleges szekvenciait amplifikaljuk, majd kapillaris elektroforézis szekvenaldssal
meghatarozzuk a pontos nukleotid sorrendet. Az egyes allél kombinaciok szekvencia
tipusokba (ST) sorolhatoak, amelyek segitségével 4 filogenetikai csoport (1A, 1B, 11, I1I)
kiilonitheto el [4].

1.6 Acne vulgaris kezelése és antibiotikum rezisztencia

Habar hosszu éveken at kétségbe vontdk a P. acnes szerepét az acne vulgaris
kialakulasdban, mégis a P. acnes szdmanak csokkentését eldidézo terapiak mutatkoztak a
leghatasosabbaknak az aknés betegek kezelésében. Ezek a terapidk a P. acnes névekedésének
és/vagy metabolizmusanak megzavarasaval miikodnek és két f6 kategoridba sorolhatok:
antibiotikumok (pl. tetracyclin, erythromycin) és nem-antibiotikus gyogyszerek (pl.
retinoidok, benzoil-peroxid (BPO)). Az antibiotikumokat t6bb mint 40 éve hasznaljak és még
mindig széles korben alkalmazzak lokalis és szisztémas formaban is. Egészen a kés6i 1970-es
évekig a Propionibacteriumok érzékenyek voltak a terapiasan hasznalt antibiotikumokra,
késébb azonban Osszefiiggést talaltak az antibiotikumokkal torténd kezelésekre adott valasz
hianya €s a rezisztens torzsek megjelenése kozott [12]. Manapsag a P. acnes antibiotikum

rezisztenciaja vilagméretli problémat jelent az akne kezelésében, amely kialakuldsat szamos
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tényezd segitheti eld. Példaul az antibiotikum alacsony doézisa és az elnyljtott ideji
alkalmazasa hozzajarulhat a rezisztens torzsek kolonizacidjahoz; a hatéanyaguk tekintetében
kiilonb6z6 antibiotikumok folyamatos, egyidejilileg torténd alkalmazasa pedig multirezisztens
torzsek kialakulasahoz vezethet [13]. Mindezt alatamasztja, hogy az antibiotikumokkal kezelt
betegek esetén szignifikansan gyakrabban izolaltak rezisztens torzseket, mint az antibiotikum

kezelésben nem részesiilt betegek korében [13].

1.7 Mintavételezés, tenyésztés és meghatarozas

Az aknéban szenvedd betegekrdl szarmazé izolatumok mintavétele jelenleg egy un.
torléses modszerrel torténik, amely soran a torlésr6l szarmazé mikroorganizmus-elegyet
taptalajra kenik és anaerob koriilmények kdzott tenyésztik tovabb. Jelenleg azonban még nem
létezik olyan szelektiv taptalaj, amelyen kizarélag a P. acnes ndne; ezért a jelenleg hasznalt
szemi-szelektiv taptalajon szamos mas organizmus (pl. tovabbi Propionibacterium fajok vagy
Staphylococcus epidermidis) kin6 a P. acnes mellett. Amig a Staphylococcus epidermidis
egészen mas telep-szerkezetet és -szint mutat, addig pl. a P. avidum telepei

megkiilonboztethetetlenek a P. acnes telepeitdl.

Az 1.4 fejezetben leirt eredmények valdsziniisitik, hogy kommenzalista és patogén P.
acnes torzsek is léteznek. Feltételezziik, hogy akne esetében nem a teljes borfeliilet P. acnes
kolonizacidja valtozik meg, hanem csak egyes follikulusokban képesek a patogén torzsek
tulndni a kommenzalistakat. Ebben az esetben a torléses mddszerrel végzett mintavétel és a
kizarolag tenyésztésen alapuld P. acnes azonositds nem ad megfeleld felbontast képet a P.
acnes kolonizaciorol. A potencialisan patogén torzsek biztos elkiilonitése érdekében
elengedhetetlen, hogy a mintavétel az érintett teriilet specifikus régioibol torténjen pl. a

papulabol, pusztulabol vagy a komedobol.



2. CELKITUZES

Mivel a munkank megkezdésekor rendelkezésre 4all6 P. acnes azonositasi és
osztalyozasi mddszerek nem biztositottak megfeleld felbontast, amellyel a kommenzalista és
patogén torzsek egyértelmiien elkiilonithetéek lettek volna, ezért munkank céljaként olyan
modszerek kifejlesztését tliztiik ki, amelyek a P. acnes izolatumok gyors és megbizhatd

azonositasat és osztalyozasat biztositjak.

Laboratoriumunk elézetes eredményei alapjan az antibiotikum rezisztenciat mutatd P.
acnes torzsek kizarolag az I-es filogenetikai csoportba tartoznak. Mivel az altalunk
kifejlesztett modszerek alkalmasak az I-es csoportba tartozd torzsek tovabbi szétbontésara,
ezért kivancsiak voltunk, hogy az antibiotikum rezisztencidt mutatdé P. acnes torzsek
specifikusan egy adott csoportba, vagy a teljes I-es csoportban szétszortan talalhatoak-e:

ehhez szamos torzsnek meghataroztuk az antibiotikum érzékenységét.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Felhasznalt mikroorganizmusok és anyvagok

3.1.1 Felhasznalt mikroorganizmusok

3.1.1.1 RAPD analizis

Propionibacterium acnes torzsek

IA tipus:
IB tipus:
IT tipus:

IIT tipus:

PRP-60, 157256, 317669, 226, 434, PRP-38, 33257

6609, 51318, 887674

ATCC11828, PRP-47, 299038, 7751723, 10281614, 10334913
Asnl2, 12S

Propionibacterium avidum torzsek:
87229417, 9880, 33810, 440671

3.1.1.2 Multiplex PCR

IA; tipus:
IA; tipus:
IB tipus:
IC tipus:
I tipus:
IIT tipus:

3.1.1.3eMLST

IC tipus:

L1958, W633, PVV40
1A, 10S, 12C

Asn40, Asn55, Asn86
PRP-38, 5/1/3, 5/1/5
SG2, ATB1, ET1
12S, 17S, 20C

5/1/3

3.1.1.4 Antibiotikum érzékenység

IA; tipus:
IC tipus:
III tipus:

434, 226, PRP-60
5/1/3, 5/1/5
12S
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3.1.2 Felhasznalt taptalajok, tapoldatok
3.1.2.1 Véres—agar taptalaj

4% Columbia agar

2, 5% Defibrinalt marhavér
1,2% Lizalt marhavér

0, 36 g/ml L-cisztein

1 mg K-vitamin

5% Dextroz

3.1.2.2 BHI (Brain- Heart-Infusion) tapoldat

3% BHI kivonat
10% élesztd kivonat
0, 5% Hemin 1 M- os NaOH- ban oldva

1 mg K-vitamin
3.1.3 Felhasznalt antibiotikumok

Erythromycine (Sigma)
Tetracycline (Sigma)
Moxifloxacin (Avelox)

Lymecycline (Tetralysal)
3.1.4 PCR (Polymerase Chain Reaction) soran felhasznalt primerek
3.1.4.1 RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)
1254: 5’-CCGCAGCCAA-3’

3.1.4.2 Multiplex PCR

PArA-1 FORWARD: 5’-AAGCGTGAGTGACGGTAATGGGTA-3’
PArA-2 REVERSE: 5’-CCACCATAACGTGCTGGCAACAGT-3’
PAABC-1 FORWARD: 5’-GCGTTGACCAAGTCCGCCGA-3’
PAABC-2 REVERSE: 5’-GCAAATTCGCACCGCGGAGC-3’
PASo0-3 FORWARD: 5’-CGGAACCATCAACAAACTCGAA-3
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PASo-4 REVERSE:
PAHvp-1 FORWARD:
PAHvp-2 REVERSE:
PAAt-1 FORWARD:
PAAt-2 REVERSE:
PARcA-1 FORWARD:
PARCA-2 REVERSE:

5’-GAAGAACTCGTCAATCGCAGCA-3’
5’-AGGGCGAGGTCCTCTTCTACCAGCG-3’
5’-ACCCTCCAACTGCAACTCTCCGCCT-3’
5’-TCCATCTGGCCGAATACCAGG-3’
5’-TCTTAACGCCGATCCCTCCAT-3’
5’-GCGCCCTCAAGTTCTACTCA-3’
5’-CGGATTTGGTGATAATGCCA-3’

3.1.4.3 eMLST (expanded Multilocus sequence typing)

Lokuszok:aroE FORWARD:
aroE REVERSE:
atpD FORWARD:
atpD REVERSE:
gmk FORWARD:
gmk REVERSE:
lepA FORWARD:
lepA REVERSE:
sodA FORWARD:
sodA REVERSE:

Gének: tly FORWARD:
tly REVERSE:
camp2 FORWARD:
camp2 REVERSE:

5’-GTGATTGGCCATCCAGTG-3’
5’-CGCTGTGGACCTCAAAAC-3’
5’-AATTACCCCCGAGACGAA-3’
5’-CGTGTTCTGGGACAGGAA-3’
5’-TAGCCATCCGGAGATCGT-3’
5’-GCGCAACTGCGTGATCTA-3’
5’-TCGCGCCCAGTACTTAGA-3’
5’-CGGATTTCCACTCGATCA-3’
5’-TGGAACTGCACCATGACA-3
5’-GCTAACGACGTTCCACCA-3’

5’-CAGGACGTGATGGCAATGCGA-3’
5’-TCGTTCACAAGACCACAGTAGC-3’
5’-ATCGTAGCCATACACCACACG-¥
5’-GCACCGAGTGTTGATGTCAATTAGC-3’

3.1.5 Nukleinsav elvalasztashoz hasznalt oldatok, reagensek

Agaréz gél: 10 mM dinatrium-tetraborat puffer

1% vagy 2% agaroz

1 pug/ml etidium bromid

,Loading” puffer: 30% szacharéz
0,01% bromfenolkék

Molekulasuly markerek:

1 kb, 100 bp és 50 bp DNA ladder (Fermentas)
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3.2 Alkalmazott modszerek

3.2.1 Baktérium torzsek tenyésztése, fenntartasa

Az 0sszes baktérium torzset anaerob véres agaron novesztettiik 37°C-on, 3-5 napig,
10% Hy, 10% CO,, 80% N, tartalmazo6 anaerob kamraban. A torzsek replikatumait -80°C-on
BHI tapoldatban taroltuk, amely 12% (v/v) glicerolt tartalmazott. Nukleinsav izolalashoz a

torzseket 5 ml BHI tapoldatban tenyésztettiik.
3.2.2 Teljes nukleinsav izolalasa

Kettd ml 24 6ras tenyészetbdl centrifugdldssal kitilepitettiik a sejteket (5 perc, 5000
rpm), a feliiliiszot eltavolitottuk majd 20 mg/ml lizozim enzimes oldattal 37°C-on 1 6ran at
tartuk fel a sejteket, végiil centrifugalassal kiiilepitettiik a feltarodott sejteket. A genomi DNS
tisztitast az Aqua-Genomic Kit (MultiTarget Pharmaceuticals) felhasznalasaval végeztiik a
gyartd leirasa szerint; roviden: 200 pl Aqua Genomic kit oldataban felszuszpendaltuk a
feltarodott sejteket, majd 90°C-on 30 percig inkubaltuk oket. Ezt kovetden, 15 perc 13000
rpm-el centrifugéldssal a sejttormeléket eltavolitottuk, majd a feliilluszobol 70 térfogat
szazaléknyi izopropanollal kicsaptuk a DNS-t. Haromszori 75% etanollal torténd mosas utdn
a kinyert nukleinsav mennyiségétdl fliggden 50-70 pl bidesztillalt vizben felszuszpendaltuk a
pelletet, majd NanoDrop-al (Thermo Scientific) és/vagy Qubittal (Life Technologies)

meghataroztuk a koncentraciot.
3.2.3 Filogenetikai analizis
3.2.3.1RAPD
Reakcioelegy (20 ul végtérfogatban):

4 pl 5x puffer

2 pl 10 mM dNTP mix

2 ul 10 mM MgCI

1 ul templat gDNS (50 ng /ul)
0,2 pl Go Taq Polimeraz

1 ul 100 pM RAPD primer
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A PCR program lépései: 1. elédenaturacio: 94°C 4,5 perc; 2. denaturacio: 94°C 30 mp;
3. annealing: 20°C, 2 perc 4. polimerizacio: 72°C, 2 perc; 5. 2-4 1épések megismétlése 5
alkalommal; 6. denaturacio: 94°C 30 mp; 7. annealing: 32°C, 1 perc; 8. polimerizacio6: 72°C,

2 perc; 9. 6-8 1épések megismétlése 35 alkalommal; 10. utdpolimerizacio: 72°C, 5 perc.
Az amplikonokat alacsony aramerdsséggel 2%-os agar6z gélen valasztottuk el.
3.2.3.2 Multiplex PCR
Reakcioelegy (10 ul végtérfogat):

2 ul 5x puffer

0,1 pul 25 mM dNTP mix

0,3 ul 50 mM MgClI

0,1 ul Go Taq Polimeraz (Promega)

6,4 ul primer-mix

1 ul templat DNS (50 ng /ul gDNS vagy 40 ul desztillalt vizben

felszuszpendalt P. acnes kolonia 1 pl-e)

1. Tablazat. A Multiplex PCR reakcié soran felhasznalt primerek végkoncentraciéi

Primerek Végkoncentracio
ANy | oaw
PAeCT | oz
Aor | asw
AT
AT | o
ARl | o

A PCR program lépései: 1. elédenaturacio: 94°C 1 perc; 2. denaturacio: 94°C 30 mp;
3. annealing: 66°C, 30 mp; 4. polimerizacio: 72°C, 1 perc; 5. 2-4 1épések megismétlése 14
alkalommal; 6. denaturacio: 94°C 30 mp; 7. annealing: 62°C, 30 mp; 8. polimerizacio: 72°C,

1 perc; 9. 6-8 1épések megismétlése 11 alkalommal; 10. utépolimerizécio: 72°C, 10 perc. A
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mintakat 4°C-on taroltuk felhasznalasukig, majd a tovabbiakban 50 bp-0os DNS marker

(Fermentas) mellett 1% agardz gélen valasztottuk el allando (100V) aramerdsséggel.
3.2.3.3eMLST

Laboratoriumunk korabbi, teljes genom szekvenalasokbol nyert adatai lehetdséget
biztositott szadmunkra, hogy kivalasszuk azokat a géneket, amelyek segitségével
kifejleszthettiik a tipizalasi sémat. Hat haztartasi gén részleges és 2 gén teljes szekvenciajat
hasznaltuk fel az eMLST kidolgozasdhoz. A PCR reakci6 utan az amplikonokat 1%-os gélen
megfuttattuk, kivagtuk, oszlopos modszert felhasznalva Kkitisztitottuk (Geneaid) végil a
szekvenciat kapillaris elektroforézis (3500 Series Genetic Analyzer, Life Technologies)
modszerrel meghataroztuk. A Kinyert szekvenciakat CLC Genomic Workbench szoftverrel
illesztettiik, majd hasonlitottuk Ossze a referencia adatainkkal. Az MLST adatbazisba
(http://pubmlst.org/pacnes/) torténd feltdltés utan meghataroztuk az izolatumok szekvencia

tipusait (Sequence Type; ST).
Reakcioelegy (15 ul végtérfogat):

3 ul 5x puffer

1,5 ul 2,5 mM dNTP mix

1,5 ul 25 mM MgCl,

1 ul templat gDNS (50 ng /ul)

0,1875 ul Go Taq polimeraz (Promega)
1,875 pul 10 pM primer

A PCR program Iépései: 1. elédenaturacio: 95°C, 3 perc; 2. denaturacid: 95°C, 30 mp;
3. annealing: 56-58°C, 15 mp; 4. 3 1épés ismétlése 30 alkalommal; 5. polimerizacio: 72°C, 1
perc 10 mp; 6. utdpolimerizacid: 72°C, 7 perc.

2. Tablazat. Az eMLST soran a Kiilonb6z6 lokuszok/gének amplifikaciojara felhasznalt
primerek annealing h6mérsékletei

Lokusz/gén Annealing (°C)
arokE 56
atpD 56
gmk 58
guaA 58
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lepA 57
SodA 58
tly 57
camp2 58

3.2.4 Antibiotikum érzékenység

Az exponencidlis (OD: 0,4-0,6) fazisig ndvesztett P. acnes torzseket masszivan

oltottuk anaerob véres agar lemezek feliiletére. A baktérium szuszpenziot steril szlir6papirral
leitattuk, majd beszaradas utan levagott pipettahegy végével lyukat fartunk a taptalajba és a
3.1.3 fejezetben felsorolt antibiotikumokat az adott koncentracioban a lyukakba csepegtettiik;

kontrollként az antibiotikumok olddszerét hasznaltuk. Az igy elkészitett csészéket 3-5 napig

inkubaltuk anaerob koriilmények kozott.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 A torzsgyiijtemény jellemzése RAPD alkalmazasaval

Ahhoz, hogy a késébbiekben meg tudjuk allapitani az altalunk fejlesztett modszerek
megbizhatosagat, a rendelkezésiinkre allo torzsgylijteményt a Perry és munkatarsai altal leirt
RAPD moddszerrel szirtiik [2]. Ennél a modszernél elengedhetetlen a megfeleld reakcio
koriilmény és a DNS templat mennyiségének helyes megvalasztasa, igy ebben a dolgozatban
csak egy reprezentativ kisérlet eredménye keriil bemutatasra (1. Abra). A kivélasztott 22
klinikai izolatumbol, amelyeket telepmorfologia alapjan Propionibacterium-ok kozé
soroltunk, a RAPD csak 18-at azonositott P. acnes-nek. A moddszer alacsony felbontasat
tiikrozi, hogy habar a PRP-38 és a 33257 torzsek amplikon mintazata els6sorban az I-es
tipusba tartozd torzsekhez hasonlit, mégsem tudtuk Oket teljes biztonsdggal besorolni.
Mindezek alapjan megallapitottuk, hogy a RAPD modszerrel a P. acnes torzsek 3 f6 tipusba

sorolhatoak, nevezetesen az I-es, a ll-es és a IIl-as tipusba.

Habar mind a telepek mind az egyedi sejtek morfologidja teljesen megegyezett a P.
acnes-el, 4 torzs teljesen mas RAPD amplikon mintazatot mutatott - tobbek kozott hianyzik a
P. acnes-re jellemzd 1400 bp méretli amplikon. A 16S rRNS kapillaris elektroforézises
szekvenalasaval végiil megallapitottuk, hogy ezek P. avidum izolatumok.
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1. Abra. 22 Propionibacterium izolatum RAPD analizise. 18 P. acnes és 4 P. avidum izolatum
RAPD amplikon mintazata. A RAPD képes a P. acnes izolatumokat a 3 f6 tipusba sorolni, azonban
egyes torzsek amplikon mintézata (pl. 6609, PRP38, 33257) nem elég konkluziv ahhoz, hogy az I-es

tipuson beliil tovabb csoportositsa a térzseket.
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4.2 Multiplex PCR

Munkacsoportunk 2005-ben els6ként irta le, hogy a kommenzalistaként szamon tartott
P. acnes kiilonb6z0 izolatumai eltéré immunvalaszt valtanak ki keratinocitdkban és
szebocitakban. Az akkori vizsgalat szerint az IA tipusba tartozo 2 izoldtum indukélta az
immunvalaszt, mig az IB és a Il-es tipusu térzsek nem [9]. A RAPD azonban az I-es tipuson
beliil nem alkalmas az izolatumok tovabbi kategorizalasara, amelyre a 7 génes MLST [4]
igen, azonban ez utobbi Osszetettsége miatt nem alkalmas a klinikai izolatumok gyors
jellemzésére. Ezért a laboratoriumunk rendelkezésére allo >30 P. ances izolatum teljes
genomszekvenciajanak felhasznalasaval a belfasti Egyetem Immunologiai Intézetével
kozosen olyan moédszert dolgoztunk ki, amely a genomokban meglévo kiilonbségekre épitve
képes meghatarozni az adott P. acnes izolatum pontos filogenetikai tipusat. A modszer,
amely egy Kklasszikus touchdown multiplex PCR, 6 primerpar segitségével egyetlen
reakcioban képes rendkiviil megbizhatéan besorolni - a jelenleg ismert 6 fO tipusba - a

klinikai izolatumokat.

888 BR

1300 bp
1200 bp

100 bp

IA1 Az - IBEOWR IC. 1 i

2. Abra. A multiplex PCR sorn generalt amplikonok specifikusan jelolik az egyes P. acnes
filogenetikai tipusokat. A 677 bp amplikon specifikusan a P. acnes 16S rRNS-ét jellemzi. Az 1-3
oszlopban az 1A; (1: L1958, 2: W633, 3: PV40), a 4-6 oszlopban az 1A, (4: 1A, 5: 10S, 6: 12C),a 7-9
oszlopban az IB (7: Asn40, 8: Asn55, 9: Asn86), a 10-12 oszlopban az IC (10: PRP-38, 11: 5/1/3, 12:
5/1/5), a 13-15 oszlopban a I (13: SG2, 14: ATBI1, 15: ET1) és a 16-18 oszlopban a Il (16: 12S, 17:
178, 18: 20C) tipusba tartozé torzsek specifikus amplikon-mintazata lathato; M: 100 bp marker.

A 2. Abran 1-18-ig szamozva kiilonboz6 P. acnes izoldtumok multiplex PCR utani
amplikon mintazata lathato: a 677 bp-nal lathaté amplikon a P. acnes 16S rDNS-ének egy
adott szakasza: ez az abran minden izolatumnal lathaté. Ezt a primerpart ugy terveztiik, hogy
kizardlag a P. acnes rDNS-éhez kotddve képes csak amplifikalni az adott szakaszt. Az 1-3
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oszlopokban az 1A; tipust torzsek jellegzetes amplikon mintazata lathato: ebben az esetben a
tovabbi 5 primerpar kizarolag a ABC transzporter 494 bp-os szakaszat képes amplifikalni. A
4-6 oszlopokban az IA; tipust izolatumok lathatéak, amelyekben az ABC tarnszporter mellett
a SodA 145 bp-os szakasza is amlifikalodik. A 7-9 szamozasu oszlopokban IB tipusa
izolatumok lathatoak, amelyeket a 16S rRNS mellett a sodA 145 bp méretii amplikonja
jellemez. A 10-12 oszlopokban az IC tipusu izolatumokat jellemz6 amplikon mintazat
lathato, amelyekben az ABC traszporter 494 bp-os valamint a hipotetikus virulencia gén 305
bp-os amplikonjai lathatoak. A 13-15 oszlopokban a II tipusta P. acnes torzsek lathatdak az
amplifikalodott atpD 351 bp-os target szakasszal. Végiil a 16-18 oszlopokban a Ill-as tipust
izolatumok lathatoak, amelyek mintazatat a recA gén 225 bp-os amplikonja jellemzi. A 3.
Tablazatban Osszesitettilk a primerek specificitasat valamint a target régiokat és az

amplikonok méretét.

3. Tablazat. A multiplex PCR-ben hasznalt primer parok jellemzéi.

Primer Specificitas Target régio6 Amplikon (bp)
PATA-L P. acnes 16S rDNS 677
PArA-2 '

PAABC-1 o

PAABC-2 Filotipus 1A/, ABC transzporter 494
PASo0-3 _ .

PASO-4 Filotipus A, és IB | sodA 145
PAHvp-1 . . . . .

p AHVE-Z Filotipus IC Hipotetikus virulencia gén (hpv) 305
PAAL-1 o

PAAL-2 Filotipus II atpD 351
PARCA-1 o

PARCA-2 Filotipus III recA 225

Megallapithato tehat, hogy a multiplex PCR alkalmazésaval kikiisz6bolhetd a RAPD
tipizalas Osszes hatranya, vagyis az altalunk kidolgozott modszer gyors, reprodukalhatd és a
jelenleg ismert tipusokat egyetlen reakcioban nagy megbizhatdsaggal azonositja. Annak
érdekében, hogy tovabb gyorsitsuk a frissen izolalt klinikai torzsek tipizalasat tovabb
optimalizaltuk a multiplex PCR-t, igy immaron genomi DNS tisztitas nélkiil koloniabdl is

mukodik a reakeio.
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A multiplex PCR alkalmazasa soran igy rendkiviil gyorsan megbizhato eredményt

kapunk az ujonnan azonositott P. acnes izolatumokrol, felbontasa €s specificitasa széleskort.

4.3 eMLST (expanded Multilocus Sequence Typing)

Munkacsoportunk részt vett a 7 haztartdsi gén részleges szekvenciajanak
felhasznalasaval kialakitott eMLST kidolgozasaban [4]. Mivel szamos P. acnes torzs
[1,14,15,16] teljes genom szekvencigja rendelkezésiinkre allt, ezért a felbontas tovabbi
novelése érdekében finomitottuk a modszert. Ennek sordn a recA haztartasi gén kikeriilt a
vizsgalt gének koziil, viszont 2 feltételezett virulencia gén, a hemolizin (tly) és a Christie-
Atkins-Munch-Petersen (CAMP) faktor homolog (camp?2), nukleotid szekvenciajat bevettiik a

vizsgalt allélek kozé.

.arok 1102 bp

. atpD 1442 bp
.gmk 782 bp

. guaA 1483bp

. lepA 1375 bp

. S0dA 1199 bp

. camp2 1015 bp

8. tly 909 bp

M. 1kb DNS Marker

L

f
~N OO o A W DN B

3. Abra. Az eMLST sorin vizsgalt 8 gén fragmentum mintizata

Az eMLST soran meghatérozott 8 allél (3. Abra) kombinaciojaval megallapithat6 az e-
szekvencia tipus (eST). Ily modon az elézéleg multiplex PCR modszerrel tipizalt
izolatumainkrol még pontosabb képet kaphatunk a filogenetikai csoportjukon beliili
hovatartozasukrol. A 4. Tablazatban foglaltuk 6ssze a kivalasztott izolatumaink RAPD,
MLST és eMLST adatait.
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4. Tablazat. Osszesité tablazat a megjelolt izolitumok RAPD, MLST és eMLST adataival. A
harom modszer koziil az eMLST képes a legjobb felbontésra, amely segitségével imméron >110
allélkombinaciot (eST-t) sikeriilt azonositanunk.

Lrolatum RAP_D Szekvencia MLST Szekvencia eMLST
profil tipus - MLST | filotipus | tipus - eMLST filotipus
6609 | ST-10 IB eST-5 IB
51318 I ST-10 IB eST-5 IB
887674 | ST-10 IB eST-5 IB
PRP-60 I ST-6 IA eST-20 1A,
157256 I ST-6 IA eST-3 1A,
317669 | ST-6 1A eST-1 1A,
226 I ST-6 IA eST-31 1A,
434 | ST-25 1A eST-20 1A,
P.acn 31 | ST-27 1A eST-36 1A,
P.acn 33 I ST-9 1A eST-2 1A,
P.acn 17 I ST-22 1A eST-22 1A,
PRP-38 I ST-29 IC eST-70 IC
ATCC 11828 I ST-44 I eST-27 I
PRP-47 I ST-40 I eST-28 I
Asnl2 Il ST-19 Il eST-33 Il
12S 11 ST-30 Il eST-81 11|

Az altalunk kialakitott eMLST modszer tehat 6 hdaztartdsi gén részleges és 2
feltételezett virulencia gén teljes nukleotid szekvencia analizisén alapul. Az eMLST az eredeti
MLST-hez képest jelentdsen megnovelt felbontast biztosit: immaron 6 filogenetikai csoportra
képes osztani az izolatumokat, ugy mint 1Az, 1A,, IB, IC, 1T és III. Tovabbi jelentésége az
eMLST-nek, hogy a filogenetikai csoportok immaron a betegségeket is jol reprezentaljak: az
IA; és IC csoportba sorolt izolatumok elsGsorban aknés boOrr6él szarmaznak, az 1A,
izolatumokat aknébdl és szemfertézésekbdl izolaltuk, az IB csoportba tartozok pedig nagy

valoszintiséggel a kommenzalistak.

4.4 Klinikai mintak tipizalasa

A Klinikai mintagytijtés soran az aknés betegek arcar6l egy ugynevezett torlést
készitenek, majd ebbdl szemi-szelektiv taptalajon keriil kitenyésztésre a P. acnes. Kénnyen
belathato, hogy ily modon ebbe a tenyésztésbe az opportunista patogéneken at a normal flora
tagjai, vagyis a kommenzalistak is bekeriilnetnek: ez azzal a veszéllyel fenyeget, hogy egy-
egy artalmatlan torzset patogénnek tipizalnak. Annak érdekében, hogy a potencialisan

patogén torzseket pontosan elkiilonitsiik €s a késdbbiekben ezek molekularis jellemzésével

21



gyogyszercélpontokat azonositsunk, a klinikai mintavételezést is finomitottuk. A nantesi
Borklinika bérgyogyaszai ezért immaron specifikusan az egyes aknés betegek papullaibol,
pusztuldibol, komedojaibol valamint proximalis egészséges borfeliiletrél gyljtottek
szamunkra a mintdkat. Ez a mintavételezés lehetdséget nyujtott szamunkra, hogy a P. acnes

kolonizacidjanak dinamikajat intra- és interperszonalis szinten is vizsgaljuk.

1172 1/1/3 132 V3/5 136 M

| T

4. Abra. Egyetlen beteg 1 aknés follikulusabol izolalt P. acnes térzsek multiplex PCR-el valé
tipizalasa

Ezt a mintavételezési stratégiat felhasznalva teszteltiik azt a feltételezésiinket, amely
szerint egy adott follikulust azonos filogenetikai csoportba, s6t azonos e-szekvencia tipusba
(eST) tartozo torzs kolonizal és amennyiben az adott mikrokdrnyezetben a patogén torzsek
tulnovik a kommenzalistakat, acne vulgaris alakulhat ki. A betegekr6l szarmazd mintak
multiplex PCR-es tipizalasa igazolta hipotézisiinket (4. Abra): az egyes betegek kiilonboz6
aknés teriileteir6l ugyan mas-mas eST-be tartozd P. acnes torzseket izolaltunk, azonban az
adott follikuluson beliil tobbnyire ugyanabba az eST-be tartozo torzsek talalhatéak. Néhany
esetben ugyan a beteg teriiletekrdl izolalt torzsek kozott nemcsak a patogénnek szamitd [A;,
IA; és IC tipusba tartozo torzseket izoldltunk, hanem elvétve IB tipusu torzseket is, azonban
ez nagy valoszinliséggel a kornyezd egészséges teriiletekrél szarmazo kommenzalista

,,szennyez6dés”, amely a mintavételezéskor keriilt a mintaba (nem mutatott adatok).

Kisérleti felallasunkban minden egyes follikulusbol 8-8 torzset tenyésztettiink ki.

Habar a multiplex PCR-el torténd gyors tipizalassal egyértelmiien megéllapitottuk az
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izolatumok tipusat, az eMLST felhasznaldsaval tovabb finomitottuk a felbontast. A multiplex
PCR-es eredményeink alapjdn azt mar tudtuk, hogy az adott follikulusbol kitenyésztett
izolatumok ugyanabba a filogenetikai tipusba tartoznak, ezért a tovabbiakban csak 2-2
izolatumnak hataroztuk meg az eMLST allé¢l-kombinacidjat. Megallapitottuk, hogy az adott
follikuluson belill az izolatumok ugyanabba a szekvenciatipusba tartoznak. Ezek az
eredmények egyértelmiien bizonyitjak, hogy egy-egy follikulust kizardlag egyetlen torzs
kolonizal. Az 5. Tablazatban Osszesitettiink 5 acne vulgarisaban szenvedd beteg kezelési

adatait valamint a kitenyészett P. acnes izolatumok tulajdonsagait.

5. Tablazat. Aknés betegek kezelési elé6zményei valamint a kitenyészett P. acnes
izolatumok jellemzése. BPO: benzoil-peroxid

Antibiotikum kezelés az Aktualis akne kezelés |zolalasi | Izoldlt | -\ 0 g
elmult 1 évben teriilet torzs
igen/nem | topikalis/szisztémas milyen miodta
1 nem szisztémas Isotretinoin 8 honap pusztula | 1A, eST-2

comedo 1A, eST-2
pusztula | 1A, eST-22

normal IB eST-5

2 igen topikalis BPO 2 hénap pusztula | 1A eST-3
szisztémas papula 1A, eST-1
(lymecyclin) pusztula | 1A eST-4

normal IB eST-5

3 nem szisztémas Spironolacton | 3 honap papula 1A; eST-3

papula 1A, eST-4
papula 1A, eST-4
normal IB eST-5
4 nem szisztémas Isotretinoin 1 hénap papula 1A, eST-22
papula 1A, eST-2
papula 1A, eST-2

normal IB eST-5

5 igen topikalis BPO 2 honap papula IC eST-85
szisztémas comedo IC eST-70
(lymecyclin) pusztula IC eST-85

normal IB eST-5
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4.5 Filogenetika

Az eBURST algoritmus segitségével és az eMLST adatbazis felhasznalasaval 91eST-t
8 klonalis komplexbe (CC) soroltunk ¢és 21 szingletont (olyan eST-k, amelyet jelenleg csak
egyetlen izolatum képez) kiilonitettiink el. Az egyes klonalis komplexeken beliil az eST-k
legalabb 7/8 kozos alléllal rendelkeznek egy masik eST-vel. Az 1A; izolatumokat a CC1, CC3
¢s CC4 klonalis komplexek és 11 szingleton, az 1A, izolatumokat a CC2 klonalis komplex és
2 szingleton, az IB izoldtumokat a CCS5 klondlis komplex és 1 szingleton, a Il-es tipusu
izolatumokat a CC6, CC69 klonalis komplexek és 6 szingleton, a IlI-as izoldtumokat pedig a
CC77 klonalis komplex és 1 szingleton képviseli (5. Abra) [1].
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5. Abra. Az eMLST adatbézis 91 eST eBURST analizise.
Az egyes eST-k gyakorisagat a karikak teriilete jelzi. Kék: alapitdé genotipusok, sarga: sub-alapitd
genotipusok, zold: egészséges borrél izolalt eST-K.

Az eBURST eredményei és a nagy felbontasi eMLST tipizalasi modszer lehetové
tette szamunka, hogy az eST-k alapjan fejlddéstorténeti analizist hajtsunk végre, amelynek
eredményeként egy filogenetikai fat kapunk. Az izolatumok 3 6 kladba oszhatok fel a tly és
CAMP factor gén szekvencidk alapjan, ami arra utal, hogy ezek a faktorok egyiitt fejlodtek a
haztartasi génekkel: ez a 3 klad a f6 genetikai divizidknak (I, 1T és III) felel meg. Az I-es

kladon beliil az IA tipusu torzsektdl genetikai tdvolsag szempontjabol jol elkiiloniilé csoportot
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hoznak létre az IB tipusu eST-ket képviseld izolatumok. Az IA tipusu izolatumokat 2 nagyon
eltérd csoportba soroltak, amik az 1A; és 1A, tipusoknak felelnek meg. Az 1A; izolatumok 3
csoportba kiilonithetéek el, amelyek a CC1, CC3 és CC4 klonalis komplexeknek felelnek
meg. Az l-es kladon beliil tovabba az IC tipusu izolatumokat is elkiilonitettiilk, amelyek az

eBURST felvételen még az IA; osztalyon beliil helyezkedtek el (6. Abra).

74,8TI18
‘“_[L ST82

st | bsta3
CC3 type 1A,
| CCl1type IA,
| CC4type IA;

99 =
B ccrnpera,
99

(~ST70 .
99 =ST85 Novel (type IC)

CC5 type IB

CC77 type 111

70,002
CC6 & CCT2 type 11

Colour code

cC3 cc2 M cco
HMcc1 Wces W cenz
Wccs W cc77 B Singleton

6. Abra. 91 P. acnes eST-jébol osszeillesztett gén szekvencidk minimum evoliciés filogentikai
faja.
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A fa karjain a lefedettségi értékek lathatoak, a vizszintes savok hossza a genetikai tavolsagot jelzik,
a fiiggoleges szines savok az eBURST alapjan létrehozott klonalis komplexeket jelolik. A szinkdédok
¢s a hozzajuk tartozd6 eBURST csoportok valamint a szingletonok a bekeretezett részben vannak
feltiintetve.

Az aknés izolatumok jelentds része az IA; tipus CCl, CC3 ¢és CC4 klonalis
komplexeibe sorolhatdk, és leggyakrabban az eST1 szekvencia tipusba tartoznak. Azonban
tovabbi klinikai allapotok esetén is izolaltak ezt az e-szekvencia tipust pl. fogaszati és
szemészeti gyulladasok esetén, ami bizonyitékot nyujt arra, hogy a leagazas patogén profilja
nem csak az aknéra korlatozodik. Az aknés izolatumokat kisebb aranyban az eST3 és eST4
szekvencia tipusok is képviselik. Az egészséges borrél szarmazo izolatumok nagy része az IB
tipus CCS5, a II-es tipus CC72 és Ill-as tipus CC77 klonalis komplexek tagjai, és kisebb

hanyaddban orvosi implantatumokkal kapcsolatos fert6zésekkel is Osszefliggésbe hozhatdk

[1].

4.6 Antibiotikum érzékenység

A gyogyaszatban széleskortien alkalmazott antibiotikumok hatdsa altaldnossagban
véve is gyengiilni latszik és igaz ez a P. acnes-el szemben is. Az antibiotikumok nemcsak
tulzott, de helytelen alkalmazasa sordn egyre tobb antibiotikum rezisztens torzs jelenik meg.
Egyre tobb tanulmény taglalja, hogy a patogén baktériumok szaporodasat célzott terapiaval
képesek lehetliink meggatolni, ezzel parhuzamosan megdrizve és fenntartva a boriinkon €16
kommenzalista mikroflorat. Feltételezéseink szerint ez nagy valdsziniiséggel igaz lehet a P.
acnes esetében is, ezért antibiotikum érzékenységi teszteket végeztiink ennek igazolasara.
Jelen dolgozatban az 1A; valamint az IC tipusokba tartoz6 izolatumokra fokuszaltunk, mivel

ez a két filogenetikai csoport hozhat6 Osszefiiggésbe az acne vulgarissal.

A 6. Tablazat az IA; tipustt PRP-60 torzs antibiotikum érzékenységi eredményeit
tartalmazza. Az adott torzs az erytromycin minden alkalmazott koncentracidjara rezisztens
volt; a tetracyclin esetén az 1 pg/ml koncentraciotol kezdédéen a P. acnes nem ndvekedett,
mig a moxifloxacin esetében mar 0,125 pg/ml esetén részleges feltisztulasi zonat

tapasztaltunk, magasabb koncentracional pedig teljes feltisztulasi zona jelent meg.
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6. Tablazat. Az IA; tipusba tartozé PRP-60-as torzs érzékenységi kiiszobe a kiilonb6zo
antibiotikumok esetében

Erytromycin | Tetracyclin | Moxifloxacin
0,06 pg/ml + + +
0,125 pg/ml + + (+)
0,25 pg/ml + + -
0,5 pg/mi + + -
1 pg/ml + - -
10 pg/ml + - -

A szintén 1A; tipusu 226 (7. Tablazat) valamint 434 (8. Tablazat) torzsek novekedését
az erytromycin €s a moxifloxacin kezelés esetén is a 0,25 pg/ml-t6] kezdddé koncentraciok
gatoltdk, mig a tetracyclines kezelés sordn a gatldsi zona megjelenése a 1 pg/ml

koncentraciotdl kezdddden volt észlelhetd.

7. Tablazat. Az 1A, tipusba tartozé 226-os torzs érzékenységi kiiszobe a kiilonb6zo
antibiotikumok esetében

Erytromycin | Tetracyclin | Moxifloxacin
0,06 pg/ml + + +
0,125 pg/ml + + +
0,25 pg/ml - + -
0,5 ng/ml - + -
1 pg/ml - - -
10 pg/ml - - -

8. Tablazat. Az IA; tipusba tartozé 434-es torzs érzékenységi kiiszobe a Kiilonb6zo
antibiotikumok esetében

Erytromycin | Tetracyclin | Moxifloxacin
0,06 pg/ml + + +
0,125 pg/ml + + +
0,25 pg/ml - + -
0,5 pg/ml - + -
1 pg/ml - - -
10 pg/ml - - -
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A 4.4 fejezetben bemutattuk egy 14 éves kislanyrol szarmazo adatokat (5. tablazat): az
akne kialakuldsa utan 1 évnyi szisztémas lymecyclin kezelés utan tortént mintavételezés soran
az IC tipusba tartoz6 P. acnes torzseket tenyésztettiink ki. Mivel a lymecyclint viszonylag
rovid ideje alkalmazzak az akne kezelésére, tovabba eddig minddssze harom kiilonbozo IC
tipusu torzsrol volt tudomasunk ezért kivancsiak voltunk, hogy a kislanyrol izolalt két IC
tipusu torzs vajon lymecyclin rezisztens-e. Mivel a lymecyclin egy tertacyclin szarmazék,
ezért a kisérleteink soran kontrollként a tetracyclin rezisztens PRP-60-as valamint a

tetracyclin érzékeny Ill-as tipust 12S torzseket is bevontuk.

9. Tablazat. Az IC tipusba tartozo6 5/1/3-es és 5/1/5-6s valamint az IA; tipusba tartozé PRP-60-as
és a I1I-as tipusa 128 torzsek érzékenységi kiiszobe a lymecyclin esetében

Lymecyclin 5/1/3 és 5/1/5 PRP-60 12S
0,25ug/ml + + +
lpug/ml + + -
Sug/ml + + -
7,5ng/ml + + -
10pg/ml (+) + -
12,5 pg/ml (+) + -
15 pg/ml (+) + -
17,5 pg/ml (+) + -
20 pg/ml (+) + -
22,5 pg/ml (+) + -
25 pg/ml (+) + -
50 pg/ml - + -

crer

Amig a PRP-60-as torzs a lymecyclin mindegyik alkalmazott koncentraciojara
rezisztensnek, a 12S torzs pedig - a legalacsonyabb koncentraciot kivéve - szenzitivnek
bizonyult, az 5/1/3 és 5/1/5 torzsek a lymecyclin 0,25-7,5 ug/ml kozotti koncentraciojara
rezisztensek voltak és csak magasabb dozisban tapasztaltunk részleges (10-25 pg/ml) vagy

teljes (50 pug/ml) szenzitivitast (9. Tablazat).

Megallapitottuk tehat, hogy az |A; tipusba tartoz6 PRP-60-as torzs erytromycin,
tetracyclin és lymecyclin rezisztens valamint hogy a 226-os és 434-es torzsek tetracyclin

rezisztensek. Sajnos ezekrdl a torzsekrdl nincs részletes izolalasi anamnézis, ezért nem tudjuk,
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hogy a rezisztencia az adott beteg kezelése kovetkezményeként alakult-e Ki. Ezzel szemben az
IC tipust 5/1/3 és 5/1/5 torzseket szisztémas lymecyclin kezelés utan izolaltuk, vagyis

valdszintisithetd, hogy a lymecyclin rezisztencia a kezelés hatasara alakult ki.
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5. OSSZEFOGLALAS

Borlinkon, szervezetiink els6 védelmi vonaldan nemcsak kommenzalista hanem
patogén formaban is el6forduld P. acnes egy Gram-pozitiv, coryneform, nem sporazo,
anaerob, opportunista baktérium, amelyet szamos korkép megjelenésével hoztak
Osszefiiggésbe. Leggyakrabban az acne vulgaris kialakitdsdban jatszik szerepet, amely
multifaktorialis eredetli betegség és a pilosebaceous follikulusok kronikus gyulladasa
jellemzi. Els6sorban a serdiilokortiak és fiatal felndttek korében elterjedt jellegzetesen a sok
faggyatermeld miriggyel rendelkezd borfeliileteken, mint pl. az arc, nyak, mellkas, hat vagy
vall. A korkép patogenezise valamint a P. acnes pontos szerepe azonban még nem teljesen

ismert.

Munkank soran olyan modszereket - pl. touchdown multiplex PCR és eMLST -
dolgoztunk ki, amelyekkel a P. acnes kiilonb6z6é izolatumai gyorsan, hatékonyan és
megbizhatd modon azonosithatoak ¢€s osztalyozhatoak. Az altalunk kifejlesztett
munkafolyamat - follikulus-specifikus mintavétel, majd a kitenyésztett térzsek multiplex
PCR-es valamint eMLST-s jellemzése - immaron nagy megbizhatosaggal allapitja meg az

adott egyént kolonizald P. acnes patogenitasat.

Az akne kezelése az elmult évtizedekben, a gyogydszatban széleskoriien alkalmazott
kiilonféle antibiotikumokkal tortént, azonban hatasuk gyengiilni latszik és helytelen
alkalmazasuk egyre tobb rezisztens torzs kialakuldsat eredményezi, amely vilagméretii
problémat jelent. Szamos patogén P. acnes izolatum antibiotikum érzékenység meghatarozasa
soran megallapitottuk, hogy az antibiotikum rezisztens torzsek elsdsorban az [A; és IC tipusba
sorolhatoak: ezek az eredmények ismételten ravilagitottak az eMLST felbontasanak

specificitasara és valoszinlsitik, hogy a patogén torzsek az IA1, 1A; és IC tipusokba tartoznak.

A torzsek filogenetikai csoportokba és szekvencia tipusokba valo bontasa segitségével
tehat elkiilonithetdéek a kommenzalista valamint a patogén P. acnes izolatumok, amelyek
teljes genomszekvenciainak Osszehasonlitasaval szamos kiilonbséget azonositottunk: ezek
potencialisan a morfologiai kiilonbségekért, a patogenitasért, az antibiotikum-rezisztenciaért

illetve a virulenciaért felelds faktorok.
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