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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1 Az emberi bor felépitése

Az emberi bor szervezetiink legnagyobb szerve, sulya elérheti testtomeglink 15%-at
is. Els6szamu védelmi vonalként f6 funkcidja a szervezet kornyezettél valo elhatarolasa,
ezaltal egy ugynevezett fizikai barrier Kkialakitasa. Szerepe van tovdbba az allando
testhémérséklet és vizhaztartas szabalyozasaban, valamint a kdrokozok elleni
kiizdelemben, igy az immunrendszerink tdmogatasaban is. Komplex funkcidja specialis
szerkezetének koszonhet6. Struktdralisan 3 réteget kilonbodztetink meg; Ggy mint a
hamréteget (epidermis), az irharéteget (dermis) és a bdraljat (subcutis) (Kolarsick,
Kolarsick és mtsa. 2011). A dinamikusan megajulé hamréteget elsésorban a citokeratin
termeléséért felelés sejtek, az Ugynevezett keratinocitadk alkotjak. A kozépso réteget egy
rostos szerkezeti fehérje, a kollagén épiti fel, mig a boralja zsirlebenyeiben a lipocitak

foglalnak helyet.
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1. abra. Az emberi bor felépitése.

111 Aham

A tobbrétegli elszarusodd laphdm kiiltakaronk legkiilsé rétege. Legnagyobb részét
(90-95%) a citokeratint termeld, ektodermalis eredetii keratinocitdk (KC) alkotjak. A
keratinocitdk mellett ~5%-ban megtalalhatoak dentritikus sejttipusok, mint a melanocitak

és a Langerhans sejtek, tovabbd a mechanoreceptorként miikodé Merkel-sejtek. Az
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epidermalis sejtek folytonosan helyezkednek el a ham 5 rétegében (2. abra). A
keratinocitak a differencialodasuk soran az alaprétegbdl (stratum basale) a bor felszine felé
vandorolnak, mikbdzben egy keratinizaciés folyamaton esnek at. A Keratinizacio
eredmeényeként a keratinocitak citokeratint termelnek, majd a végsé stadiumban a legfels6
szaruréteget kialakito (stratum corneum) korneocitadkka differencialodnak. Megjelenésik
Osszefiigg a ham rétegein beliili elhelyezkedéstdl, igy az elszarusodasok sorén a fiatal,

alaprétegben elhelyezked6 oszlopos sejtekbdl ellaposodott, poligon struktura alakul Ki.

Elhalt keratinocita
sejtek

Stratum corneum
Stratum lucidum |
Stratum granulosum

- El& keratinocta
sejtek

Stratum spinosum

Dentritikus sejt

- Melanocita

Osztodo keratinocita
Merkel-sejt

Stratum basale

Dermis

Idegvégzadés

2. dbra. A ham felépitése.

A melanoctidk elsésorban a bor szinének kialakitasaban vesznek részt, melanin
pigment termelésével, amely a tirozindz enzim aktivitdsa révén valosul meg.
Megnovekedett ultraibolya sugarzas (UV) hatasara a melanin termelése novekszik, igy a
bér szinének kialakitasa mellett szerepiik van a karos sugarzasok - a genetikai informacio
karosodasa - elleni védelemben (Brenner és Hearing 2008).

A Merkel-sejt egy ovalis alaku, lassan adaptalodd, neuroendokrin és epitélidlis
jellegekkel is rendelkezd, funkcidjara nézve I-es tipusu mechanoreceptornak tekinthetd,
mely a tapintas érzékelésért felelés. A Merkel-sejtek a ham alaprétegében helyezkednek el,
keratinocitdkhoz dezmoszémalisan kacsolodnak. Denzitasuk testszerte valtozd: a tenyér és
a talp teriiletein a legmagasabb a szamuk, igy ott kisebb receptiv mezdvel rendelkeznek, de
a tapintas érzékeléseének a felbontéasa itt a legnagyobb. A szomszédos keratinocita relativ
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Kis stimulusa elegend6 ahhoz, hogy a Merkel-sejtek kémiai szignalt bocsassanak ki, ami a
szomszédos afferens neuronban egy akciés potencialt general, amely kozvetitédik az
agyba. Legfoképpen az ajkakon, a szajiiregben és a szértiiszok gyokerének kiilsé falaban
helyezkednek el, sokszor Ugynevezett tapint6 lemezeket alkotva (Moll 1994).

Tovabbi dentritikus sejt a Langerhans sejt, amely antigént prezentalo sejttipus és
megtalalhaté a ham dsszes rétegében. Képes antigéneket felismerni, majd prezentalni a
naiv T-sejteknek. A hamban 3-6%-ban fordulnak el6 éretlen formaban, majd érett sejtekké
az antigén felismerése utan valnak.

A hamrétegeben megtalalhatd kiilonbozé fiiggelékek a ham legfelsé rétegéhez
kapcsolodnak, de legféképpen a dermiszben és a boraljaban lokalizaltak. Ilyen fliggelék a
verejtékmirigy (glandula sudorifera), a faggydmirigy (glandula sebacea), a haj és a
korom. Az ekkrin verejtekmirigyek a hdszabalyozasban vesznek részt, igy a talp és hat
teriiletein legnagyobb a stiriségiik. Az apokrin verejtékmirigy, illatanyagot termeld
mirigyek a honalj és a gét tertileteken fordulnak el6 nagyobb siiriiséggel. A pilosebaceous
egyseg magaba foglalja a proximalis részen a szortiisz6t és disztalisan a holokrin
elvalasztasu faggyumirigyet. A szortiiszé a kotészovetes alapallomanybol, a hajszalbdl, a
dermalis papillabdl és gyokérhuvelybdl épiil fel. Az itt megtalalhato szebocitak termelik a
neutralis lipidekben gazdag szébumot, amely a kiszaradas ellen nydjt védelmet (Kanitakis
2002).

1.1.2 Azirha

A bor kozépso rétege az irha, egy 0sszetett lazarostos kotészovet, amelyben helyet
foglalnak a dus ideg- és érrendszeri haldzatok, a ham eredetii fiiggelékek, a fibroblasztok, a
makrofagok és hizosejtek. Vastagsaga jelentésen fligg az anatomiai elhelyezkedésétol (hat,
talp terlleteken vastagabb), azonban a bdr tomegének a legnagyobb részét az irha alkotja.
Biztositja a bér rugalmassagat, véd a mechanikai sériilésektdl, vizmegkdto tulajdonsaggal
rendelkezik és tamogatja a hoszabalyozast. Mindezeken felll megtalalhatéak benne a hé-,
a fajdalom-, a nyomas- és a tapintas érzékelésben szerepet jatszo receptorok.

Az irha alaprétegét a fibroblaszt sejtek adjak, melyek az alapallomanyt és a
kotdszoveti rostokat termelik. Az bér mechanikai sériilést6l valoé védelmét az irhaban
elhelyezked6 ugynevezett szerkezeti fehérje, a kollagén szolgaltatja. Legnagyobb aranyban
az l-es és Ill-as tipust kollagén épiti fel az irha rétegét. amelyek kotegekbe rendezddve

helyezkednek el, és vastagsaga az irha mélyebb rétegein belul ndvekszik. Kémialag és
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szerkezetileg kiilonb6z6, mikrofibrillaval boritott, elasztikus rostok felelések az irha
rugalmassagéért (Cay M. Kielty 2002). A csontvel eredetli ovalis alakt hizosejtek az irha
felszinéhez kozel helyezkednek el, és bar kis mennyiségben, de a bér legalso rétegében is
megtalalhatéak. A kotészoveti I-es tipusi és a ll-es tipusi nyalkahartya-hizosejtek
felszinét ezernyi immunglobulin E receptor boritja be. Ily mddon szerepet jatszanak a
parazitdk elleni védelemben, az allergias valaszreakcio kialakitdsdban, a gyulladas

szabalyozasaban, és ezaltal a gazdaszervezet védelmeében is (Urb és Sheppard 2012).

1.1.3 A béralja

A bér energiat szolgaltatd zsiros kotészoveti rétege a béralja (subcutis). Legfobb
sejtalkotoja a lebenyekké rendezddott lipocita, amely a testsuly szabalyozésaban a leptin
nevezetli hormon termelésével vesz részt. Ezekben a lebenyekben erek és idegek futnak. A
béralja vastagsaga testszerte €s nemenként valtoz6. A bor rétegeinek taplalasan keresztiil
szerepe van az itt eléfordulo lipocitdk 0sztrogén bioszintézisében is (Ronti, Lupattelli és
mtsa. 2006).

1.2 A bér mikrofléraja

Az emberi béron szamos mikroorganizmus talalhaté meg, ezek egy része kommenzalista,
masok patogének, amelyek egyuttesen egy dinamikus kdzdsséget alkotva alakitjak ki az
egyénre jellemz6 florat. Az él6hely fizikai, kemiai tulajdonsagai, a kiils6é kornyezeti
faktorok, - mint pl. kozmetikumok hasznélata, higiénia — és a gazdaszervezet faktorai, -
mint pl. kor, nem - egyarant hatast gyakorolnak az emberi bér mikrobiota 0sszetételére.
(Grice és Segre 2011). Mind a kiils6- és belsé kdrnyezeti faktorok szelekcios nyomasként
hatnak a mikroorganizmusokra, igy az adott terlileten csak az adott feltételekhez
adaptalddni tudd mikroorganizmusok élnek tal (Tagami 2008). Megallapithato, hogy minél
nagyobb az adott teriilet elhatarolodasa, annal kisebb az itt 16 populacio diverzitasa: pl. a
lipidekben gazdag faggyumirigyekben a lipofil Propionibacterium spp. (species), mig a
szarazabb terileteken a Staphylococcus spp. kolonizalnak nagyobb mértékben (3. abra)
(Costello, Lauber és mtsa. 2009). igy boriink, a mikroorganizmusokkal egyiittesen egy
olyan oOkoszisztémdnak tekinthetd, amelyen fizioldgiailag és topografiailag kiilonbozd
elmondhat6, hogy phylum szinten az egyént kolonizald6 mikroorganizmusok nagyon

hasonléak, szemben a faj és a torzs szintekkel, ahol a nagyfokt diverzitas jellemzo.
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Szamtalan hipotézis felveti, hogy az emberi bér mikrobiom 0sszetételének megvaltozasa
ndvelheti az eselyt az akut, valamint kronikus betegségek kialakulasara, igy napjaink egyik

leggyakoribb bérbetegségére, az acne vulgaris-ra is (Grice és Segre 2011).

A ® Propionibacterium

® Staphylococcus

= Corynebacterium

® Betaproteobacteria

® Nem besorolhatd

® Nem besorolhaté Actinomycetales
C ® Flavobacteriales

® Lactobacillales
Clostridiales
® Gammaproteobacteria

® Alphaproteobacteria

Bacteroidales

3. abra Az egyes élohelyek (bérfeliilet) diverzitasanak az abrézolasa (Grice, Kong és mtsa.
2009 alapjan) A: faggyuban gazdag teriilet, B: nedvesebb teriilet, C: szaraz terilet
mikroorganizmus dsszetételét abrézolja.

1.3 Propionibacterium nemzetség jellemzése

Az egészséges emberi bort leggyakrabban kolonizalé fajok a Staphylococcus
epidermidis, Malassezia furfur és a Propionibacterium acnes (P. acnes). Ez utébbi egy
Gram-pozitiv, nem sporazo, anaerob, opportunista baktérium. Nevét a ndvekedése soran
nagy mennyiségben termel6d6 propionsavrol kapta. A Propionibacteriaceae csaladban ket
nagy nemzetséget tudunk elkiloniteni. 1906-ban Orla-Jensen és Von Freudenreich altal
felfedezett propionsavat termeld, ementali sajtbol izolalt baktériumok, az Ugynevezett
“Klasszikus” Propionibacterium nemzettségbe tartoznak (Von Freudenreich E. 1906). Az
els6ésorban anaerob coryneform organizmusként szdmontartott, bérrél izolalt bakétriumok
szamos tulajdonsdga megegyezett a “klasszikus” Proprionobacterium-éval, igy Douglas és
Gunter 1946-ban javasolta, hogy a Corynebacterium acnes-ként nevezett baktériumot
nevezzék at Propionibacterium acnes-sé (Douglas és Gunter 1946). Igy megalakult a
cutaneous, azaz a bérrél szarmazd Propionibacterium-ok nemzettsége. Megjelenésiikben
hasonloak, de elmondhatd, hogy a cutaneous baktériumok vékonyabb megnyult formajuak,

mig a “klasszikus” baktériumok inkabb révidebb és zomokebb kiillemiiek.
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A bérrél izolalt baktériumok nemzetségébe tartozd baktériumok metabolizmusuk
soran nem termelnek mikolsavat, a diamino-sav a sejtfal peptidoglikanjaban LL Aj-pm
(6S, 2S diaminopimelin sav) konformacioju és a sejtfal poliszacharidjuk nem tartalmaz
arabinozt. Novekedési pH optimumuk behatarolt 5,5-6,0 koézott mozog. Metabolikus
vizsgalatok soran fény dertilt a P. acnes azon képességére, hogy a megvaltozott
oxigénellatottsdgu  kortilményekhez  adaptalédni  tud: rendelkezik az oxidativ
foszforilaciohoz sziikséges kulcsfontossagu elemekkel, tovabba a glikolizis és a pentdz-
foszfat ciklus 6sszes génje is megtalalhatd bennik (Ventura, Canchaya és mtsa. 2007).
Anaerob kortilmények kdzott szén és energiaforrasként gliikdzt, ribdzt, fruktozt, mannitolt,
trehaldzt, glicerolt és trigliceridet hasznositanak (Bruggemann, Henne és mtsa. 2004).

A nemzetségbe tartozé tovabbi négy faj gy mint a Propionibacterium avidum (P.
avidum),  Propionibacterium granulosum (P. granulosum), Propionibacterium
propionicum (P. propionicum) és a P. acnes néhany jellemzdit a kovetkez6 tablazat

foglalja 6ssze (1. tablazat).

P. acnes P.avidum | P.granulosum | P. propionicum
El6hely
Bor +++ +++ +++ -
Szem + - - 4+
Sz4j ++ - + 4+
Vagina + - - +
Metabolikus
jellemzok
Kataléz teszt + + + -
Indol produkcio + - - -
Nitrat redukcio + - - +
Esculin hidrolizis - + - -
Kazein hidrolizis + + - -
Vet et | : : :

1. tablazat. Kiilonb6zé Propionobacterium spp.-ek éléhelyének és metabolizmusanak
0sszehasonlitasa. (Funke, von Graevenitz és mtsa. 1997; Stackebrandt, Cummins és mtsa. 2006)
Jelmagyarazat: Elhely: +++-+: legoptimélisabbtol az elégségesig; metabolikus jellemzok: +:
>90%-a a torzsek kozil pozitiv, -: 0-10%-a a térzsek kozll pozitiv.
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1.4 A kommenzalista és patogén Propionibacterium acnes

A P. acnes a normal flora tagja, azonban az, hogy opportunista baktériumkeént is
jelen lehet, felveti a kérdést, hogy a gazdaszervezet szamara mekkora elényt jelent a
bakterium jelenléte. Nehany tanulmany utal ra, hogy a baktériumnak valéban van jotékony
hatasa, és hozzajarul a normal egészséges bor kialakitasahoz (Bojar és Holland 2004).
Legnagyobb mértékben a follikulusokban élnek, igy az itt termelddé szébum lipidjeit
hasznositjak energiaforrasként propionsav termelésre. A sav termelésével a kdrnyezet pH-
ja csokken, ami megel6zheti egyéb patogének kolonizaciojat. A glicerol fermentacidja
soran a keletkezett ecetsav, laktatsav €s propionsav képes a methicillin-rezisztens
Staphylococcus aureus (MRSA) és a Micrococcus luteus novekedésének a gatlasara (Shu,
Wang és mtsa. 2013). A klasszikus nemzetségben mar 1978-ben leirtdk az antimikrobialis
hatdsi bakteriocin termelését, majd ezutdn a P. acnesben egy bakteriocin szerii
hatéanyagot, nevezetesen az acnecint (Fujimura és Nakamura 1978). Ez a szekretalt
acnecin a propionsavval egyltt segitséget nyujthat a gazdaszervezet védelmében a
komptetitorok ellen.

Ugyanakkor a P. acnes ismert szerepet t6lt be a human populacié mintegy 70%-at
érinté kronikus gyulladassal jar6 boérbetegségben, nevezetesen az acne vulgaris
kialakitasaban. Ezen felul posztoperativ és implantatumok altali gyulladassal jaré
fertézésekben is azonositottdk (Ahn, Ko és mtsa. 1996; Delahaye, Fol és mtsa. 2005).
Részt vesz tovabba a szem kiilonboz6 fertézéseiben es fogfertézésekben (Debelian, Olsen
és mtsa. 1992; Clark, Kaiser és mtsa. 1999). Osszefiiggést talaltak a baktérium és a
SAPHO szindréma (synovitis-acne-pustulosis-hyperostosis-osteitis), a sarcoidosis és a
prosztatardk kozott (Schaeverbeke, Lequen és mtsa. 1998; Eishi, Suga és mtsa. 2002;

Cohen, Shannon és mtsa. 2005).

1.5 Propionibacterium acnes azonositas és osztalyozas

Az 1970-es évektol kiilonféle modszereket fejlesztettek ki a P. acnes filogenetikali
csoportositasara. Elséként sejtfal cukor-0sszetétel analizis és agglutinécids teszt alapjan
Johnson elkilonitette az 1-es és l1-es filogenetikai csoportot. Megallapitotta, hogy az 1-es
csoport sejtfala mannozt, glikozt és galaktdzt tartalmaz. Ez utobbi a ll-es filogenetikai
csoportban hianyzik (Johnson és Cummins 1972). Tovabbiakban fermentéacios-és

bakteriofag-alapu elkulonités volt hasznélatban, majd megjelentek a molekuléaris PCR-
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alapt technikéak (Polimerase Chain Reaction) (Kishishita, Ushijima és mtsa. 1979). igy a P.
acnes izoldtumok méas mikroorganizmusoktol vald elkilonitése évekig a bakteridlis 16S
rDNS amplifikacidjaval és szekvenciajanak meghatarozasaval tortént, olyan univerzalis
primerek hasznalataval, amelyek a gén egy nagyon konzervalt, 1484 bazispar hosszusagu
régiojat célozzdk meg (Kunishima, Inoue és mtsa. 2001). A magas fokd konzervaltsag,
valamint a vizsgalt szekvencia révidsege azonban rendkivili médon korlatozza az egyes
torzsek kozotti kiilonbségek meghatarozasanak lehetdségét. Perry és munkatarsai éppen a
felbontds megnovelése érdekében, adaptaltak a RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA) modszert (Perry, Worthington és mtsa. 2003). A modszer random
DNS szegmensek amplifikacidjan alapul, amelyeket egyetlen rovid (10 nukleotid hosszu)
oligonukleotid primer segitségével amplifik&lunk: mivel rendkivil révid, az adott primer
szamtalan sense és antisense helyre képes bekodtni a genomba. Az amplifikalt termékek
gélen valdo megfuttatdsa révén az eltérd mintdzatot mutatd torzsek -elkiilonithetéek
egymastol. A RAPD eldnye, hogy a hagyoméanyos PCR alapt vizsgélatoktol eltéréen, nem
igényli a célszervezet teljes genomjanak ismeretét (Williams, Kubelik és mtsa. 1990).
Hatranya azonban, hogy nem teszi lehetdvé egyetlen bazisvaltozas észleléset a genomi
DNS-ben, mivel az amplifikacié nem mindig tokéletes parosodas eredménye a primer és a
templat DNS kozott. Mivel a modszer nehezen reprodukalhaté és a RAPD markerek
alacsony informéciotartalommal rendelkeznek, a modszer nem a legalkalmasabb a P. acnes
filogenetikai analizisére (Nagy es Kemeny 2007).

A PCR alapd technikdk utadn tipus-specifikus monoklonalis antitestek
felhasznalasaval megerdsitették, hogy az I-es és Il-es csoport nemcsak fenotipikusan,
hanem filogentikailag is 2 killon csoportot alkot; tovabba a recA (PPA1012, héztartasi gén)
és tly (PPA1396, hipotetikus hemolizin gén) gének szignifikans tipus-specifikus
polimorfizmust mutatnak, ami megfelel az immunfluoreszcens mérések alapjan
tapasztaltaknak (McDowell, Valanne és mtsa. 2005). Tovabbi recA és egy CAMP faktor
(Christin-Atkins-Munch-Peterson, hipotetikus ko-hemolizis faktor (Choudhury 1978))
alapu analizis soran elkilonitettek az I-es filogenetikai csoportban egy tovabbi IB tipust,
majd egy atipikus sejtmorfologiaval rendelkez6 III-as filogenetikai tipust (McDowell,
Perry és mtsa. 2008).

1998-ban a Neisseria meningitidis baktérium filogenetikai osztalyozéasara dolgoztak
ki az ugynevezett Multi-lbkusz Szekvencia Tipizalasi sémat (Multi-Locus Sequence

Typing; MLST), amelyet azlta szamos kornyezeti és patogén baktérium esetén
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alkalmaztak. Laboratériumunk részt vett az MLST P. acnes-re valé adaptaciéjaban, amely
7 konzervalt haztartdsi gén részleges nukleotid szekvencia analizisén alapszik és lehet6vé
teszi az izolatumok molekularis szinten torténé Osszehasonlitd jellemzését (McDowell,
Gao és mtsa. 2011). Mivel a molekularis tipizadlds DNS szekvencia alapu, igy kénnyen
reprodukalhatd és megbizhatd osztalyozasi rendszert biztosit. A modszer soran a genomi
DNS-b6l az aroE, atpD, gmk, guaA, lepA, recA es sodA gének reszleges szekvencidit
amplifikaljuk, majd kapillaris elektroforézis szekvenalassal meghatarozzuk a pontos
nukleotid sorrendet. Az egyes allél kombinaciok szekvencia tipusokba (ST) sorolhat6ak,
amelyek segitségével 4 filogenetikai csoport (IA, IB, II, III) kiilonithet6 el (McDowell,
Gao és mtsa. 2011).

5T11

ST $T24 Phylotype 1A
T3 (eBURST 1 & 2)
5T18 . T3S

5T38
17

ST37
£T41

Phylotype 1B === S
(eBURST 3) ST4

sT22

STS 5T20

STas STZ3 ) 5147
ST28 g4 $T20 stzssno
Phylotype Il $T14 Phyl ]
(eBURST 4 and 5) (ngggf 6)

4. dbra. Tavolsag alapu osztott halds grafikon. Tobbszordsen kapcsolt paralelogramma struktira
jelzi az esetleges rekombinacios kicserélédések lehetdségét (Huson és Bryant 2006). 123 izolatumbol
37 ST-t tudtunk elkiléniteni. A klonalis populécié szerkezet vizsgalata sordn 6 eBURST csoportot
kulonitettiink el, ami képviseli a 4 nagy filogenetikai csoportot. Az izoldtumok 64%-a a ST6 (I-es
tipus) és ST10-es tipusba tartoztak. A két csoport csillaggal jel6lt az abran.

1.6 Az acne vulgaris etiologidja és kezelési lehetoségei

Az acne vulgaris multifaktorialis eredetli, a pilosebaceous egység kronikus
gyulladasos betegsége. Az iniciacidjaban részt vevd faktorok szama és természete, az
események sora mindmaig tisztazatlan (Bojar és Holland 2004). Azonban mar 1896-ban

feltételezték, hogy a baktérium lehet a felel6s az aknés elvaltozasokért (Unna 1896). Az
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1960-as évtol, miutan felfedezték a baktérium jelenlétét az aknes léziokban és a normél
egészséges boéron, szamos hipotézis merllt fel az acne vulgaris patomechanizmusaval
kapcsolatban (Evans, Smith és mtsa. 1950; Leyden, McGinley és mtsa. 1975). Széles
korben elfogadott, hogy négy 6 tényezé sziikséges az acne vulgaris Kialakuldsahoz ugy,
mint a megnovekedett faggyutermelés (seborrhea), komedogenezis, duktalis keratinizacio
és a P. acnes kolonizécidja. Az 5. &bra foglalja 6ssze az acne patomechanizmusanak 6
faktorait és mechanizmusait. Az abra fels6 részén a lehetséges kivaltd okok lathatoak, mint
a pubertds kor, P. acnes és kiilonb6z6 ismeretlen faktorok, melyek hatassal vannak a
megndvekedett faggyutermelésen és a follikularis sejtek hipekeratinizacidjan at a
pilosebaceous follikulusra, ahol megindul a komedogenezis. Elsdként a sejttormelék és a
faggyu mikroszkopikusan eltomiti a follikulusokat. A fokozatos faggyutermeléssel és a
follikulusok eltomitddésével megjelennek a fehér/sarga felszinii zart komedok, majd a
teljes telit6dés hatasara a follikulusok kirepednek, oxidalodnak és fekete nyilt komedok
képzédnek. Ez id6 alatt a kolonizalo P. acnes monocitakat és neutrofileket aktival,
megjelennek a gyulladaskelté markerek ¢és a kemoattraktansok, amelyek ujabb
neutrofileket vonzanak a gyulladéas helyszinére. Megindul a gennyképzddés és fajdalmas
papulldk, pusztuldk, hegesedéssel jaré cisztdk és talyogok jelennek meg, amelyek sok

esetben eltorzithatjak a bor felszinét.

PCOS Ismeretlen P acnes Olajos
/ faktorok / \ kozmetikumok
Serdiilokor  / | - ; \" Genetikai héttér
\ / Megnovekedett Szabad zsirsavak \ /
\. faggyutermelés  gyulladaskelt6 lipidek \
Magas androgén \ // Epitélialis follikularis sejtek
szint T Ppilosebaceous .— hiperkeratinizici6ja
follikulus
|
__ Komedogenezis
M“;;‘fﬁiﬁ?g;kus / \ H‘““‘ma__‘__“ 7 Gennyképzodés
eltsmitddés  Felgyiilemlett A follikulusok  Monocitak
faggyt teljesen neutrofilek d .
Mikrokomedo | megtelitédnek  aktivacioja FaJdaln}las pusifmlak
P - talyogo
képzbdése Fehér/sarga felszinii . cisztak
zart komedok és Nyilt (fekete) Gyulll]a (}:
. komedok papullé }
papullak Hegesedés
torz borfeliilet

5. &bra. Az acne vulgarist kialakitd lehetséges tényezék (Krowchuk 2000; Jappe 2003).
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A B C D

6. dbra Az acne patogenezisének illusztracidja (www.browskin.net) A: Epitélidlis sejtek
akkumulacioja és keratintermelés. B: Megnovekedett faggyd- és keratin akkumulaci6. C:
Baktérium proliferacio és gyulladas. D: Markans gyulladas és sebhely képzodés.

A pilosebaceous follikulusokban helyet foglalé faggyumirigyek - ezen beliil az 6ket
nagyrészt kialakitd szebocitak-f6 feladata a faggyttermelés és kivalasztas. Az aknés
elvaltozasok kialakulasanak egyik f6 faktora a megnovekedett faggydszekrécid, mely a
corticotropint felszabadit6 hormonon és receptordn (CRH; CRH-R) keresztil valosul meg
(Krause, Schnitger és mtsa. 2007). Az igy megtermelédott faggyu Kkivald
tapanyagforrasként szolgdl a P. acnes szdmara, ami igy tovabb tudja stimulalni a
szebocitakat lipogenezisiik fokozasara (Beylot, Auffret és mtsa. 2013). Ezen felul a
szebocitadk feladata, egy helyi androgén, a tesztoszteron szintézisének a szabalyozasa.
Ennek a hormonnak a legfontosabb hatasa az acne patogenezisében a szebocitak és a
keratinocitdk proliferacioja/differenciacidja. Tovabba a tesztoszteron szintéziséhez
sziikségszeri 5o reduktaz enzim megemelkedése szintén a  Keratinocitak
differenciaciojdhoz vezethet, ami a mikrokomedo képzés egyik meghatérozo eleme. Az igy
kialakult mikrokomedok megjelenésével elindul a duktalis keratinizacié és a
komedogenezis. A folyamat sordn megjelennek a gyulladaskelt6 citokinek, mint az IL-1a
(interleukin-1 o) és a TNFa (tumor nekrdzis faktor-a). Ez(ton a keratinocita egy
visszacsatolast kap az IL-1a altal indukalt retinsav-koto 1l-es tipust fehérjén &t a tovabbi
differencialodasra és a citokin a dermiszben nem specifikus gyulladasos valaszt indit el.
Mindezeken felul pedig fontos patogenitasi tényez6 a P. acnes kolonizacidja. A baktérium
els@sorban a serdiilékortiak és a fiatal felndttek olyan testfeliiletén kolonizal, amely gazdag
faggyumirigyekben, mint az arc-, homlok-, mellkas- és a hat borfeliiletei (Nagy és Kemeny
2007). Azonban nincs korrelacio a baktérium denzitdsa és az acne vulgaris stlyossaga
kozott (Leeming, Holland és mtsa. 1988). Az, hogy a baktérium miként vesz részt az acne

kialakuldsdban pontsan nem ismert, ugyanakkor valésziniisithetd, hogy részt vesz a
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gyulladas kialakitasaban, vagy kolcsonosen a mar gyulladt 16zi6 nyujthat megfeleld
kornyezetet a baktérium kolonizaciojahoz. Kdvetkezésképpen sokkal fontosabb az a
kdrnyezet, amit a baktérium megteremthet sajat maga szamara, mint az abszolut denzitésa.
Egy hipotézis szerint, a baktérium elséként exocellularis enzimeket szekretal (lipaz,
protedz), igy novelve a virulencidjat, majd az immunrendszer védelmét tdmadja a
fagocitozis gatlasaval (Jappe 2003).

Klinikai megjelenés szempontjdbol az aknés elvaltozasok harom csoportba
sorolhatok: 1) acne comedonica (vagy acne cosmetica): nyitott- és zart komedok jellemzik,
amelyek valtozo szdmban és intenzitasban jelentkeznek elsésorban az arc teriiletén; 2) acne
papulopustulosa (vagy acne agminata): a gyulladas el6rehaladtaval fajdalmas papullak
jelennek meg, amelyek gydgyulds utan gyakran hegeket, forradasokat hagynak maguk
utan; 3) acne conglobata (vagy acne fulminanes): a legsulyosabb forma, amelyet komeddk,
pusztulak, megkeményedett papulldk és talyogok jellemeznek kiterjedt bérteriileteket
érintve. Ez utobbi esetében a hegek - amelyek nemcsak az arcon, hanem a haton és a
tarkon is kialakulhatnak - igen szembetiindek, jelentésen megvaltoztatva az érintett

bérfeliiletek kinézetét (Rebecca Nguyen 2010).

o v

7. abra. Aknés elvaltozasok ((Williams, Dellavalle és mtsa. 2012) alapjan) A: acne comedonica,
ahol mind a fehér és a fekete felszinli komedok megjelennek. B: acne papulopustulosa, amelyet
gyulladt papulldk jellemeznek. C: acne conglobata, ahol kiterjedt gyulladt papulldk és talyogok
torzitjak a bor felszinét.

Az acne vulgaris kezelése soran elengedhetetlen a megfeleld terapia kivalasztasa. A
tlinetek sulyosséaga, a bértipus, a nem és az egyéb betegségek befolyasolhatjak a kezelés
elveit, ellenben mindig a 4 potencialis patogén tényez6t célozzak meg. Az alkalmazott
terapia lehet topikalis mono- vagy kombinalt, illetve szisztémas mono- és topikalis

kombinalt kezelés.
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Az antikomedogén hatasu topikalis készitmények a follikulus keratiniz&ciojat -
ezaltal a desquamécidt - normalizéljak és megelézik az Gjonnan 1étrejové mikrokomedo
prekurzor 1ézidk kialakulasat (pl. a retinoidok és az azelainsav) (Leyden 2003). A lokalisan
alkalmazott retinoidok, az els6 generacios tretionin és az isotretionin hasznélata limitalt,
ugyanis sulyos irriticiot okoz, ezért mara mar a poliaromas fejlesztésii adapalen van
hasznélatban (Webster 1998). Szisztémas szerekkel jol kombinéalhatéak, azonban erdsen
teratogen hatasuak. Az azelainsav szinte az 6sszes elvart patogenitasi tényezdvel szembeni
hatast 6tvozi: antikomedogén, a P. acnes kolonizéciojat és a szabad zsirsavak mennyiségét
csokkenti és direkt gyulladasgatlé hatasu. Kivaléan kombinalhatd, nem teratogén,
bakterialis rezisztencia nem alakul ki ellene, illetve a gyulladas utani hiperpigmentéciot
csokkenti (Webster 2000; Davis és Callender 2010). Tovabbi kiegészité lokalis
antikomedogén kezelési lehetdség a szalicilsav. Leginkabb keratolitikus hatasa van, de kis
koncentracidban bakterioszatikus és enyhe gyulladascsokkenté hatasa is van (Chantalat J.
2007). Sulyos klinikai tiinetek esetén vagy egyéb kezelésre nem reagalé aknés lézioknal
nélkildzhetetlen a szisztémas isotretionin és kombinaltan a topikalis szerek alkalmazésa.
Az isotretionin csokkenti a komedok képzOédését, megvaltoztatia a follikulus
mikrokdrnyezetét, ezaltal indirekt mdédon a P. acnes ndvekedését akadalyozza és
feltehet6leg a Toll-like receptor 2 (TLR-2) Gtvonalon &t gatolja a gyulladast. Kézépsulyos
esetekben is el6fordul az alkalmazasa, melynek célja a tinetek kontrollalasa, igy kisebb
ddzisban a mellékhatésa is csokken (Prevost és English lii 2013).

A faggyutermelést szabalyoz6 lokalis készitmények forgalomban még nem
kaphatoak; az 5a reduktaz enzim szabalyozasaban vesznek részt (Rico 2013). Szisztémas
faggyutermelés csokkenését antiandrogén kezeléssel lehet elérni, melyek kozott vannak
Osztrogén tartalmu készitmények ill. androgénreceptor gatldszerek. Akut sulyos
elvaltozasok esetén rovid ideig glikokortikoidok hasznalhatéak (Rebecca Nguyen 2010).

A helyileg alkalmazhaté antimikrobialis szereknek 2 csoportjat kilonitjik el: az
antibiotikumos és nem antibiotikumos keszitmények. Lokalis antibiotikumként eritromicin
és klindamicin tartalmd krémeket alkalmaznak monoterapiasan, dacara annak, hogy az
elmult 20 évben a bakterialis antibiotikum rezisztencia oriasi mértékben megndvekedett.
Ezért minden esetben kombindlt terapiaban kellene alkalmazni példaul cinkkel egydtt, igy
megelézheté lenne a rezisztencia elleniik (Dreno, Foulc és mtsa. 2005). Sulyos-
kdzépsulyos esetekben szisztémas antibiotikumok, mint a tetraciklin, az eritromicin, a

minociklin és a doxiciklin hasznalatos. Az eritromicin és a tetraciklin szupresszélja a

13



Irodalmi attekintés

leukocitdk kemotaxisat, mig a minociklin és a doxyciklin a citokinek felszabadulasat
gatoljak igy hozzajarulva a gyulladas csokkentéséhez. Az eritromicin a bakterialis
rezisztencia kialakuldsa miatt mara a legkevésbé hasznélt anitbiotikum mig a
leghatasosabbnak a minociklin bizonyult. Ajanlott kezelési id6tartam 6-8 hét, hosszabb
kezelés esetén elengedhetetlen mas készitményekkel egyiitt torténd hasznalata, mint pl.
lokalis retinoidokkal vagy azelainsavval (Haider és Shaw 2004).

A gyulladas csokkentése helyileg féleg retinoidokkal torténik, de a benzoil-peroxid
is jol alkalmazhatd: jol kombinalhatd, gyulladascsokkenté és antibakterialis hatasa
(Lookingbill, Chalker és mtsa. 1997). Alternativ terapia lehet a fotodinamikus kék fény
illetve az UV-B fény kezelés (Sakamoto, Lopes és mtsa. 2010). Szisztémasan gyulladas
csokkentésére f6leg antibiotikumokat és retinoidokat hasznalnak.

Kiegészitd terapiaként szlkséges lehet a keletkezett hegek eltavolitasa: ez
kémiailag alfa-hidroxisavakkal vagy szalicilsav nagyobb koncentracidban vald
alkalmazasaval, tovabbd dermabrasio vagy cryo-peeling technikakkal valdsithaté meg
(Andrzej Kaszuba 2006).

1.7 Propionibacterium acnes kélcsonhatasa epidermalis sejtekkel

Az emberi szervezetben a kornyezetbdl allandoan a szervezetbe keriilé struktirak
folyamatos felismerése és a velik szembeni immunreakcidk aktivalasa nélkildzhetetlen
folyamat. Ezeket a struktUrdkat vagy antigéneket egy funkcionalisan érett adaptiv
immunrendszer ismeri fel, amely a torzsfejlédés folyaman ,,rdépllt” a természetes vagy
masnéven velesziletett immunrendszerre, felhasznalva annak a humoralis és sejtes elemeit.
A természetes immunrendszer sejtes és oldékony elemeinek a taldlkozasa pl. a fert6zést
okoz6 patogénekkel nem csak a szervezet elsé immunologiai védelmét aktivalja, hanem
egyuttal az adaptiv immunrendszer aktivacidjanak kezdeti Iépését is jelenti (Turvey és
Broide 2010).

A bor legkiilsé rétegének, az epidermisznek 95%-at a keratinocitak alkotjak.
Kordbban ugy Vélték, hogy ezek a sejtek Kkizar6lag az epidermisz szerkezetének
fenntartasaban, citokeratinok termelésében jatszanak szerepet, és fizikai akadalyként
funkcionalnak kiilonboz6 exogén mikroorganizmusokkal szemben. Késébb azonban
megfigyelték, hogy a keratinocitak, valamint a szebocitdk immunologiailag aktiv sejtek,
amelyek képesek a veleszuletett immunitds rendszerének elemeit aktivalni a

mikroorganizmusokkal, vagy ligandjaikkal vald stimulélds hatasara (Pivarcsi, Nagy és
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mtsa. 2005). Ahogyan szamos méas immunsejt, a keratinocitdk és a szebocitédk is
expresszaljak az an. mintazatfelismer6 receptorokat (Pattern recognition receptors; PRRS)
mint pl. a Toll-szerti receptorok (Toll-like receptor; TLR). Ezek a sejtfelszini vagy
intracellularis receptorok a kdrokozok patogén-asszocialt molekularis mintazatait
(Pathogen-associated molecular patterns; PAMPSs) ismerik fel. A PAMP-ok kozé soroljuk
tobbek  kozott, az elsésorban  Gram-negativ  baktériumok &ltal expresszalt
lipopoliszacharidot (LPS) vagy a Gram-pozitiv baktériumok sejtfalalkotojat a
peptidoglikant (PGN). Acne vulgarisban szenvedé betegeknél a TLR-2 és TLR-4
tultermelédése figyelhetd meg az epidermisz felsé rétegében. In vitro kiserletekben a P.
acnes nemcsak a Kkeratinocitak, hanem a makrofagok TLR-2 kifejez6dését is fokozza. A
receptor-ligand keresztkotés kdvetkeztében aktivalt sejtek effektor molekuldkat, pl.
gyulladaskelt6- és gatlo citokineket (pl. TNF-a, interleukin-10; I1L-10) és kemokineket (pl.
interleukin-8; CXCL-8) valamint antimikrobialis peptideket (pl. human p-defenzin-2;
hBD-2) szekretalnak (Pivarcsi, Nagy és mtsa. 2005). A szekretdlt hBD-2-nek a
neutrofilekre kemotaktikus hatdsa van igy hozzjarul a gazdaszervezet adaptiv
immunrendszerének szabalyozasadhoz (Niyonsaba, Ogawa es mtsa. 2004). Mivel a bor
strukturélis sejtjei korantsem képesek olyan mennyiségli effektor molekulat termelni, mint
pl. a professzionalis immunsejtek (mint pl. a T-sejtek vagy a dendritikus sejtek) ezért
félprofesszionalis immunsejteknek tekinthetok, amelyek professzionalis immunsejteket
toboroznak a gyulladas tertletére (Nagy és Kemeny 2007). A bor epidermiszében talalhato
dentritikus sejtek (Langerhans sejtek) allando ellendrzés alatt tartjdk a ,,behatolokat”. A
nyirokcsomaoba, illetve a l1épbe vandorolnak, ahol a feldolgozott antigént mutatjak be a T-
sejteknek. Tovébbi T-sejt differencidlodas és aktivacié soran megindul a korokozo
eliminacidja. Az immunrednszer aktivalodott sejtjei a tovabbiakban, a vererek falanak
endothél sejtjeihez tapadnak, bekovetkezik az extravazacié. Az extravazacidval
folyamatosan 1épnek ki az érpalydbol a gyulladds helyszinére elsdként a neutrofil
granulocitdk majd a makrofagok (infiltracid) tovabbéa az aktivalt fagocitasejtek gyulladasos
citokineket termelnek (IL-1, IL-6, TNFa) és kialakul a kronikus gyulladas (8. abra).

Habar a félprofessziondlis sejtek immunvélasza lassubb, és lényegesen kevesebb
effektor molekulat képesek szekretdlni, a koérokozok elleni harcban jelentds szerepet
toltenek be. Az epidermadlis eredetli sejtek immunvalaszanak a specifikussagaért a
kiilonb6zé PRR kombinaciokon keresztiil aktivalodo jelatvivo Gtvonalak a feleldosek. Az

utdbbi évek kutatdsai ravilagitottak, hogy az epidermaélis sejtek - eddig ismeretlen
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molekularis mechanizmuson keresztil - megtudjédk kulonbdztetni a kommenzalistakat a

korokozoktol (Pivarcsi, Nagy és mtsa. 2005).

P. acnes proliferacio kronikus gyulladas
l baktérium eliminacioja
PAMPs
keratinocita TLR infiltracio
receptorok I
/ T antimikrobialis
ﬂ peptidek extravazacio

citokinek

kemokinek J
\ neutrofilek
T- sejtek

dentritikus sejtek
monocitak

8. &bra. Immunfolyamatok a bérben.

Habar az acne sulyossaga és az adott teriileten talalhatd P. acnes sejtszama kozotti
Osszefliggés maig vitatott, az utdbbi években elvégzett tanulmanyok azt mutatjak, hogy a
valamint immunaktivaciojat (Pivarcsi, Nagy és mtsa. 2005; Nagy, Pivarcsi és mtsa. 2006;
Nagy és Kemeny 2007). Fontos kiemelni ugyanakkor, hogy él6 P. acnes-el torténd
fertdzést kovetden a keratinocitak és a szebocitak in vitro hBD-2, IL-8, IL-1a és involucrin
expresszidja izolatum specifikus mintadzatot mutat (Nagy, Pivarcsi és mtsa. 2005; Akaza,
Akamatsu és mtsa. 2009). Amig ugyanis a RAPD alapjan (lasd késébb) IA filogenetikai
tipusba sorolt 889 és 2005 izolatumok jelentésen megemelték a keratinocitdk hBD-2
valamint involucrin expressziojat, addig az adott 2 gén kifejezddését sem az IB tipusu
6609-es, sem a Il tipusu ATCC11828 tdrzs nem indukdlta. Ezek az eredmények
valoszinlsitik, hogy az eltérd filogenetikai tipusokba sorolt P. acnes toérzsek eltérd
genomjuk révén mas-mas molekulakat expresszalnak, ezaltal a gazda-sejtekkel (elsdsorban
az epidermalis sejtekkel) val6 kolcsonhatasuk soran a kommenzalistdk esetében

tolerogenitast, a patogének esetében gyulladast valtanak ki.
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1.8 Propionibacterium acnes feltételezett virulencia faktorai

A P. acnes-t altalanossagban véve egy gyenge virulenciaju baktériumként tartjak
szamon, habér az informaci6 a gazda-patogén kdlcsonhatés viszonyardl mindmaig limitalt
a megfeleld genomszekvencidk ismerete miatt. Nagy attorést jelentett a 2004-ben elsé
teljes genom szekvencia megjelenése (Bruggemann, Henne és mtsa. 2004). A genom
analizis sordn szamos olyan gént detektaltak, ami részt vesz a sejt-sejt vagy sejt-matrix
kolcsonhatasban. Ezek a fehérjék jellegzetes 14-18 dipeptid prolin-treonin (PT repetitve
protein, PTRP) ismétlédéseket tartalmaznak, ezenfelil a kiilonb6zé P. acnes
izolatumokban valtozo a kifejez6désiik, tovabbd dermatan-szulfat koté aktivitassal
rendelkeznek (Lodes, Secrist és mtsa. 2006). A PTRP fehérjék és a kiilsé sejtmembran
fehérjék sejtfazis fliggd mintdzatot mutatnak: ez tovabb erésiti azt a felvetést, mely szerint
a P. acnes képes a sejtfelszini struktarajanak megvaltozatasaval adaptalddni a kiilonboz6
kornyezeti feltételekhez. Mindezek mellett 230 olyan gént azonositottak, melyek kodon
haszndlata eltéré volt: hordozzak a horizontalis géntranszfer nyomait. A gének 6 nagy és
11 kisebb ,,genomikai szigetbe” rendezddnek Gssze és vélhetden részt vesznek a baktérium
virulencijanak a novelésében, mivel az azonositasuk soran kiderilt, hogy pl. a 11-es ilyen
csoportosulasban a Tra-tipusu konjugacidért felelés gének foglalnak helyet.

Tovabbi genom analizis sordn szdmtalan gént azonositottak, amelyek részt vesznek
az eukariota sejtek és sejttartalmuk degradaciojaban. Ilyen szekretélt enzimei pl. a lipazok,
a proteazok és a hialuronidazok (Hoeffler 1977). A P. acnes extracellularis lipaza a GehA
(glicerol-észter hidrolaz A, PPA2105) enzim amely a faggyu trigliceridjeit hidrolizélja
szabad zsirsavakkd és glicerolla (Miskin, Farrell és mtsa. 1997). A glicerolt
energiaforrasként hasznositja, mig a szabad zsirsavak segitenek a sejtadhézidéban a
follikulus kolonizécidjaban (Gribbon, Cunliffe és mtsa. 1993; Falcocchio, Ruiz és mtsa.
2006). A faggyu taltermelddése soran - ami egy kulcsfontossagu lépés az acne vulgaris
patogenezisében - a baktérium szdméra egy tokéletes kdrnyezet jon létre, igy a baktérium
szekretélt lipazat egy fontos virulencia faktornak tekintjiik. Tovabbi szekretélt enzime a
hialuronat lidz (Steiner, Romero-Steiner és mtsa. 1997) (PPA380, EC4.2.2.1), amely
katalizalja a hialuronsav degradacidjat: a hialuronsav fontos alkotéeleme az
Osszekapcsolodod sejtek extracellularis matrixanak. A hialuronsav degradacidja soran a
TLR-4-es receptort targetdlva a bomléastermekek gyulladasos vélaszt indukélnak mind
makrofagokban és dentritikus sejtekben (Termeer, Hennies és mtsa. 2000; Black, Collins
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és mtsa. 2013). Két ujonnan felfedezett endoglikoceramidaz (PPA644, PPA2106) az
oligoszacharidok és a ceramidok kozti glikozidos kotést hasitjak a glikoszfingolipidekben,
mely utébbi egy nélkildzhetetlen sejtalkotd. Egyéb extracellularis enzime a szialidaz
enzim (PPA684), amely a szialogliko-konjugatomuk hidrolizise soran szialsavat hoz létre
(Nakatsuji, Liu és mtsa. 2008). A keletkezett szidlsav pedig kittin6 energia- és szénforrés a
baktérium szdmara. Ot gén a P. acnes genomban egy a Staphylococcus aureus co-
hemolitikus faktorahoz nagyon hasonlé CAMP (Christie-Atkins-Munch-Peterson) faktort
kodol. A szekretalt fehérjek az eritrocitdk hemolizisét hajtjak végre szfingomielindz C
segitségével, tovabba porusokat formalnak az eukaritdéa sejtek membranjaban (Lang és
Palmer 2003). Habar P. acnes-ben a CAMP faktorok kifejez6dése kiilonboz6 a
filogenetikai csoportok kozott (Valanne, McDowell és mtsa. 2005) mégis potencialis
virulencia faktorként van szdmontartva. Mindezeken felil extracellularis vagy membran
kotott cukordegradalé enzimek (pl. PPA363, PPAL1683), szubtilizin tipusd proteaz
(PPA598) és tripeptidil aminopeptidaz (PPA247) enzimek is jelen vannak.
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2. CELKITUZESEK

Az emberi bOr szervezetiink els6 szamu védelmi vonala, amely megvédi a
szervezetet tobbek kozott a karos kornyezeti behatasoktol, mint példaul a mechanikai
seriilésektol és a korokozoktol. A béron szamos mikroorganizmus megtalalhatd, ezek egy
része kommenzalista, masok patogénék, amelyek egyiittesen egy dinamikus kozdsséget
alkotva alakitjak ki az egyénre jellemzé florat. Szamtalan hipotézis felveti, hogy e
kdzosség populacioi ardnyanak az ,.eltolodasa” novelheti az esélyt az akut, valamint
kronikus betegségek kialakulasara, igy napjaink egyik leggyakoribb bdrbetegségére, az
acne vulgaris-ra is.

Az egészséges emberi bort leggyakrabban kolonizald fajok a Staphylococcus
epidermidis, Malassezia furfur és a Propionibacterium acnes. Ez utobbi egy Gram-pozitiv,
nem spordzd, anaerob, opportunista baktérium. Legtobbszér az acne vulgaris-sal hozhat6
Osszefliggésbe, de szamtalan mas sulyos lefolyasl betegségben is szerepet jatszik, mint
példaul a szaruhartyafekély, sziv-belhartyagyulladas, sarcoidosis, izlleti hartya gyulladasa,
hyperostosis és osteitis. A felsorolt betegségek patogenezise es ezen belul a P. acnes
pontos szerepe maig nem ismert. Az idult gyulladassal jaré acne vulgaris legtébbszor a
faggyumirigyekben gazdag terlleteken jelentkezik, mint az arc, mellkas és a hat. Klinikai
szempontbol 3 formajat kilonbdztetjik meg: acne comdeonica, acne papulopustolosa és
acne conglobata. Az acne wvulgaris kiilonboz6 formai altalaban jol kezelhetéek
antibiotikum készitményekkel, azonban - mint szdmos mas mikroorganizmus is - a P.
acnes is rezisztensse valik az antibiotikumokra.

Boriink, mint legnagyobb szervink a dinamikus kozosséget alkotd
mikroorganizmusokkal egylittesen egy olyan 0Okoszisztéméanak tekintheté, amelyen
fiziologiailag és topografiailag kiilonb6z6 niche-eket tudunk elkuldniteni. Annak
érdekében, hogy jobban megismerjik és elkilonitsik a kommenzalista, valamint a
potencialisan patogén, illetve antibiotikum rezisztens torzseket, nélkiilozhetetlen a bér

mikroboimjanak a jellemzése.
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Mindezek ismeretében munkacsoportunk az alabbi célokat tiizte ki:

1. Olyan meghatarozasi és osztalyozasi modszerek Kkidolgozasa, amelyek

megkdnnyitik és gyorsitjak a Propionibacterium acnes klinikai azonositasat.

2. Az Altalunk kifejlesztett azonositdsi és osztadlyozasi modszerek adatait

felhasznélva filogenetikai analizisek elvégzése.

3. Kiilonb6z6 P. acnes izolatumok teljes genomjanak meghatarozasa, mellyel fel
tudunk fedni olyan specifikus régidkat, az antibiotikum rezisztenciéért,
virulenci&ért és morfoldgiai kilonbségekert felelés faktorokat, melyek egy

bizonyos torzsre jellemzoek.

4. A P. acnes ujonnan leirt, a harmadik filogenetikai csoportba tartozo torzs
morfolGgiai és aramlasos citometrias viszgalata annak eldéntésére, hogy az
atipikus fenotipust mutatd sejt a sejtosztdédas soran szétvalni nem tudd sejtek

csoportja vagy egyetlen megnyult sejt.

5. A Kkifejlesztett azonositasi modszereinket alkalmazva egészséges egyének és
aknés betegek borérdl izolalt P. acnes torzsek jellemezése, igy felderiteni a P.

acnes kolonizéciojanak dinamikajat intra- és interperszonalis szinten.

6. A maig ismert Osszes P. acnes filogenetikai torzs triacilglicerol lipaz
aktivitdsanak vizsgalata vékonyréteg kromatografias maodszerrel annak
érdekében, hogy kideritsik a szekretalt hidrolitikus enzim szerepét a baktérium

patogenitasaban.

7. Mivel maig nincs a P. acnes-re hasznalhatd gén Kkilitési mddszer, ezért egy
hatékony és reprodukalhatd génmanipulacios rendszer megtervezése és
alkalmazésa egy acne vulgarisb6l izolalt patogén térzsén, majd a létrehozott

torzs hidrolitikus jellemzése.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1 Felhasznalt mikroorganizmusok és anyagok
3.1.1 Felhasznalt mikroorganizmusok

RAPD analizis

Propionibacterium acnes torzsek:

IA tipus: PRP-60, 157256, 317669, 226, 434, PRP-38, 33257

IB tipus: 6609, 51318, 887674

Il tipus: ATCC11828, PRP-47, 299038, 7751723, 10281614,
10334913

I1 tipus: Asnl2, 12S

Propionibacterium avidum torzsek:
87229417, 9880, 33810, 440671

Multiplex PCR

IA; tipus: hdn-1, PRP-60, M7

1A, tipus: P.acn33, P.acnl7, P.acn31
IB tipus: 4/4/7, VA3/4, M3

IC tipus: PRP-38, PV66, 5/1/3

I tipus: ATCC11828, VA2/9N, M20
11 tipus: 12S, Asnl12, Asnl0

Kolonia PCR-ben felhasznélt torzsek:
IA; tipus: L1958, W633, PV40
IA; tipus: 1A, 10S, 12C

IB tipus: Asn40, Asn55, Asn86
IC tipus: PRP-38, 5/1/3, 5/1/5

Il tipus: SG2, ATB], ET1

I tipus: 12S, 17S, 20C

eMLST (expanded Multilocus Sequence Typing)

IC tipus: 5/1/3
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Vékonyréteg kromatografia:

IA; tipus: PRP-60

IA; tipus: P.acnl7, P.acn31, P.acn33
IB tipus: 6609

IC tipus: PRP-38; PRP-38/D4 (mutans)
Il tipus: ATCC 11828

I1 tipus: 12S

Fluorometrias hidrolitikus aktivitds mérés

IC tipus: PRP-38
IC tipus: PRP-38/D4

Aramlasos citometrias mérés és pasztazo elektronmikroszkop

IA; tipus: PRP-60
I1 tipus: 12S

3.1.2 Felhasznalt taptalajok, tapoldatok

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

LB (Luria-Bertani) taptalaj

1% NaCl

1% Tripton

0,5% Elesztd kivonat
1,5% Agar
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3.1.3

LB (Luria-Bertani) tapoldat

1% NaCl
1% Tripton
0,5% Eleszt6 kivonat

BHI (Brain-Heart-Infusion) tapoldat

3% BHI kivonat
10% Eleszt6 kivonat

0,5% Hemin 1 M-os NaOH-ban oldva

1 mg K-vitamin
PCR soran felhasznalt primerek

RAPD
1254:
Multiplex PCR

PArA-1 forward:
PArA-2 reverse:
PAABC-1 forward:
PAABC-2 reverse:
PASo0-3 forward:
PASo0-4 reverse:
PAHvp-1 forward:
PAHvp-2 reverse:
PAALt-1 forward:
PAAL-2 reverse:
PARCA-1 forward:
PARCA-2 reverse:

eMLST

Loékuszok: aroE forward:

aroE reverse:

5’-CCGCAGCCAA-3’

5’-AAGCGTGAGTGACGGTAATGGGTA-3’
5’-CCACCATAACGTGCTGGCAACAGT-3’
5’-GCGTTGACCAAGTCCGCCGA-3’
5’-GCAAATTCGCACCGCGGAGC-3’
5’-CGGAACCATCAACAAACTCGAA-3’
5’-GAAGAACTCGTCAATCGCAGCA-3’
5’-AGGGCGAGGTCCTCTTCTACCAGCG-3’
5’-ACCCTCCAACTGCAACTCTCCGCCT-3’
5’-TCCATCTGGCCGAATACCAGG-3’
5’-TCTTAACGCCGATCCCTCCAT-3’
5’-GCGCCCTCAAGTTCTACTCA-3’
5’-CGGATTTGGTGATAATGCCA-3’

5’-ACCGATTAAGAGTGACTACC-3’
5’-ACTCCTCGGAAATCTCTACA-3’
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atpD forward: 5’-CCCTCCTTCTTCATCTTGT-3’
atpD reverse: 5-ACAACAATTACCCCCGAGA-3’
gmk forward: 5-CTTGAGATTGCCCCTAACC-3’
gmk reverse: 5’-TTCAGGGGTGGTCTCAGTC-3’
guaA forward: 5-ATGCGAGTCGAGATCTTTT-3’
guaA reverse: 5-TCGCCTTCATGGAACAACT-3’
lepA forward: 5’-TCGATATATGAGGGAGCAG-3’
lepA reverse: 5’- CCGGATTTCCACTCGATCA-3’
sodA forward: 5’- AAAAATCTCGCAAACACGG -3
SOdA reverse: 5’-GATGGTGAACGAGTGCTTG-3’
Gének: tly forward: 5’-CAGGACGTGATGGCAATGCGA-3’
tly reverse: 5-TCGTTCACAAGACCACAGTAGC-3’

camp?2 forward: 5’-ATCGTAGCCATACACCACACG-3
camp?2 reverse: 5’-GCACCGAGTGTTGATGTCAATTAGC-3’

Mutagenezis soran felhasznalt primerek

Delécios kazetta elemei:

A forward: 5’-GCACCAGCGCGGCGTCAC-3’

A reverse: 5’-GGAGTCACTGATGGTGCTCAACGCCCTCGATCC-3’

C forward: 5’-GTTGAGCACCATCAGTGACTCCTCAGCGGAACAC-3’
C reverse: 5’-ATCGGGCTGGAGATGACTGG-3’

Univerzalis plazmid primerek:

Opseq: 5’-TGTGTGGAATTGTGAGCGG-3’
Univ: 5-TCGTGACTGGGAAAACCCTGGC-3’

KmR forward: 5’-CCGGCCGCTTGGGTGGAGAG-3’

KmR reverse: 5’-CAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGC-3’

Delécids mutans ellendrzd primerek:

forward: 5’-ACGCCGTTACCGGAATAC-3’
reverse: 5’-AACATGACCGTGCAGGAC-3’
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3.1.4 Nukleinsav elvalasztashoz hasznalt oldatok, reagensek

Agaro6z gél: 10 mM dinatrium-tetraborat puffer
1% vagy 2% agar6z
1 pg/ml etidium bromid
,»Loading” puffer: 30% szachardz
0,01% bromfenolkék
Molekulasuly markerek: 1 kb, 100 bp és 50 bp

DNS molekulasuly létra (Fermentas)

3.2 Alkalmazott médszerek
3.2.1 Baktérium torzsek tenyésztése, fenntartasa

Az 0sszes baktérium torzsinket anaerob véres agar taptalajon ndvesztettiik 37 °C-
on, 3-5 napig, 10% Ha-t, 10% CO,-ot, 80% N,-t tartalmaz6 anaerob kamraban. A torzsek
replikatumait -80 °C-on BHI tapoldatban taroltuk, amely 12% (v/v) glicerolt tartalmazott.

3.2.2 Teljes nukleinsav izolalasa

Ketté ml 24 oras tenyészetbdl centrifugaldssal kiiilepitettilk a sejteket (10 perc,
3000 rpm), a felliliszot eltavolitottuk, majd 20 mg/ml lizozim enzimes oldattal 37 °C-on 1
oran at tartuk fel a sejteket, végul centrifugalassal killepitettiik a feltarodott sejteket. A
genomi DNS tisztitast az Aqua-Genomic Kit (MultiTarget Pharmaceuticals)
felhasznalasaval végeztik a gyartd leirdsa szerint. Roviden, 200 pl Aqua Genomic kit
oldatdban felszuszpendaltuk a feltarddott sejteket, majd 90 °C-on 30 percig folyamatos
razatas mellett inkubaltuk Oket. Ezt kovetden centrifugalassal (15 perc, 13000 rpm) a
sejttormeléket eltavolitottuk, majd a feltllszobol 70 v/iv%-nyi izopropanollal kicsaptuk a
gDNS-t. Haromszori 75% etanollal torténd mosas utan a kinyert nukleinsav mennyiségétol
fliggben 50-70 ul bidesztillalt vizben felszuszpendaltuk a pelletet, majd NanoDrop-al
(Thermo Scientific) és/vagy Qubit fluorimeterrel (Life Technologies) meghataroztuk a

gDNS koncentréciot.

3.2.3 De novo teljes genom szekvenalas

Minden t6rzs esetében nagy mennyiségii és tisztasagu gDNS-t preparaltunk (lasd.
fentebb) majd SOLID (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) szekvenalo

rendszer segitségével hataroztuk meg a nukleotidsorrendjiiket. Elséként a szekvenalashoz
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adapterekkel ellatott mate-pair konyvtarat készitettink. Eztuan egy emulziés PCR-ben
gyongyokre felkotottik és felamplifikaltuk a DNS fragmenteket. A gyéngyok duasitasa utan
a specialis szekvenald primereket a gyongy adaptereihez hibridizaltattuk, majd a négy
fluoreszcens jel6lt két bazist tartalmazo probaval ligalast végeztiink. A szekvenalads soran
kapott fragmenteket Genomics Workbench 4.8 (CLC Bio) és Omixon Gapped Alignment
plug in (Omixon) szoftverek segitségével analizaltuk. A lefedetlen szakaszok szekvenciait
PCR reakciok es Sanger szekvendlas segitségevel hataroztuk meg. A genomok annotélasa
az  NCBI (National Center for Biotechnology Information) Prokaryotic
Genomes Automatic Annotation Pipeline (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/Pip

eline.html) felhasznalasaval tortént.

3.2.4 Azonositasi és osztalyozasi modszerek

RAPD
Reakcioelegy (20 pl végtérfogatban):
4 ul 5x puffer
2 ul 10 mM dNTP mix
2 ul 10 mM MgCl
1 ul templat gDNS (50 ng/pl)
0,2 ul Go Taq Polimeraz (Promega)
1 ul 100 pM RAPD primer

A PCR program lépései:
1. elédenaturacio: 94 °C 4,5 perc
. denaturacio: 94 °C 30 mp
. annealing: 20 °C, 2 perc

. polimerizacio: 72 °C, 2 perc

2
3
4
5. 2-4 1épések megismétlése 5 alkalommal
6. denaturacio: 94 °C 30 mp

7. annealing: 32 °C, 1 perc

8. polimerizacio: 72 °C, 2 perc

9. 6-8 1épések megismétlése 35 alkalommal

10. utopolimerizécio: 72 °C, 5 perc

Az amplikonokat alacsony aramerdsséggel 2%-0s agar6z gélen valasztottuk el.
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Multiplex PCR

Reakcioelegy (10 ul végtérfogat):
2 ul 5x puffer
0,1 pl 25 mM dNTP mix
0,3 pl 50 mM MgCl
0,1 pl Go Taq Polimeraz (Promega)
6,4 pl primer-mix
1 ul templat DNS (50 ng/pul gDNS vagy koldnia PCR esetén:

40 pl desztillalt vizben felszuszpendalt P. acnes kolonia 1 pl-e)

A PCR program lépései:

1. elédenaturacio: 94 °C 1 perc
. denaturacio: 94 °C 30 mp
. annealing: 66 °C, 30 mp

. polimerizacio: 72 °C, 1 perc

2
3
4
5. 2-4 |épések megismétlése 14 alkalommal
6. denaturacio: 94 °C 30 mp

7. annealing: 62 °C, 30 mp

8. polimerizacio: 72 °C, 1 perc

9. 6-8 lépések megismétlése 11 alkalommal

10. utépolimerizacid: 72 °C, 10 perc.

A mintékat 4 °C-on taroltuk felhasznalasukig, majd a tovabbiakban 50 bp-os DNS
molekulasuly létra mellett 1% agar6z gélen valasztottuk el allandé (100 V)

aramerdsséggel.
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2. tablazat. A Multiplex PCR reakcié soran felhasznalt primerek végkoncentracioi

Primerek Végkoncentracio
ant | oam
st | oz
pASo. 06 M
et | oaum
s | o
ot | o

eMLST (expanded Multilocus Sequence Typing)

Laboratériumunk teljes genom szekvenalasokbol

nyert adatai lehetdséget

biztositottak szamunkra, hogy kivalasszuk azokat a géneket, amelyek segitségével

kifejleszthettlk a tipizalasi sémat. Hat haztartasi gén részleges és 2 gén teljes szekvenciajat

hasznéltuk fel az eMLST kidolgozasahoz (a gének és a primerek listajat lasd 4.1.3). A PCR

reakcidé utdn az amplikonokat 1%-0s gélen megfuttattuk, kivagtuk, oszlopos maddszert

felhasznalva Kkitisztitottuk (Geneaid) végil a szekvenciat kapillaris elektroforézis (3500

Series Genetic Analyzer, Life Technologies) modszerrel meghataroztuk. A Kkinyert

szekvencidkat Genomic Workbench (CLC Bio) szoftverrel illesztettlik, 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 pl végtérfogat):
3 ul 5x puffer
1,5 ul 2,5 mM dNTP mix
1,5 ul 25 mM MgCl,
1 pl templat gDNS (50 ng/ul)

0,1875 pl Go Tag polimeraz (Promega)

1,875 pl 10 pM primer

A PCR program lépései:

1. elédenaturacio: 95 °C, 3 perc

28



Anyagok és mddszerek

2. denaturacio: 95 °C, 30 mp

3. annealing: 56-58 °C, 15 mp

4. 3 Iépés ismétlése 30 alkalommal

5. polimerizacid: 72 °C, 1 perc 10 mp

6. utopolimerizacio: 72 °C, 7 perc.

eBURST (eBased Upon Related Sequence Types)

Az eMLST analizis sorén kapott allél profil analizisre az eBURST v3 algortimust
hasznaltuk fel. A populécié diverzitasanak a vizsgalatakor el6szor az alapitd genotipusokat
majd az al-alapitd genotipusokat hataroztuk meg. Az alapité genotipus meghatarozasahoz
az eST-okat klonalis komplexekbe soroltuk azzal a kritériummal, hogy a komplex tagjai
nem tobb mint 1 I6kuszban térhetnek el, tehat a legtdbb kdzds alléllal rendelkezzenek. A
klonalis komplexek alapitd genotipusat az az eST alkotja, melynek 1 l6kuszos variansa a
legnagyobb, tehat a legnagyobb mértékben kilonbdzik az 6sszes tobbi eST-tél a
komplexben. Igy az eBUSRT alkalmazasaval olyan csoportok leszarmazasi Gtvonalat
kovetjik nyomon, melyek izolatumai nagyon hasonldak, szemben egy filogenetikai faval
ahol az izolatumok genotipusanak a hasonlosagérol kapunk informéaciot.

MALDI-TOF MS
(matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of-flight mass spectrometry) Matrix altal

kozvetitett 1ézerdeszorpcios ionizacio, repiilésido analizatorral ellatott tomegspetrometria

300 pl desztillalt vizben az egy kolonidra szélesztett P. acnes izolatumokbdl
szuszpenziot készitettlink, majd 900 pl 96% (v/v)-os etanolt adtunk hozza. Az igy fixalt
sejteket 10000 rpm-en 2 percig lecentrifugaltuk, a fellldszot -eltvolitottuk majd
szobah6mérsékleten beszaritottuk. Ezutdn 50 ml 70%-o0s vizes hangyasavban és 50 ml
acetonitriloen visszaoldottuk a sejteket. Ujabb centrifugalas (10 000 rpm 2 perc) utan a
fels6 fazisbol 1 mlt a specidlis MALDI lemezre csoppentettiink. Ujabb
szobahémérsékleten torténd szaritads utan 1 ml MALDI matrixot (10 mg/ml-es a-ciano-4-
hidroxifahéjsav 50%-0s acetonitril/2.5% trifluoro-ecetsavban oldva) adtunk hozza (Nagy,
Maier és mtsa. 2009). A tomegspektrometriai mérésekhez Microflex LT MALDI-TOF
készlléket hasznaltunk (Bruker Daltonik, Bremen, Germany). A spektrumok felvétele

lienaris, pozitiv ionmodban 60 Hz frekvencian tortént. Mérettartomanyt 2000-20,000Da
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kozé allitottuk be, és mintanként 20< spektrum felvétel készilt. A mérési adatok
kinyeréséhez MALDI Biotyper 3.2.1.1. szoftvert és adatbazist (Bruker Daltonik, Bremen,
Germany) hasznaltunk. Az izolatumok azonositasat a gyartd szerinti beéallitdsok szerint

hajtottuk végre.

3.2.5 Veékonyréteg kromatografia

Mintaelokészités. A kiilonboz6 filogenetikai csoportba tartozo baktériumokbdl 50
ml-es baktériumtenyészetet készitettink. Lipaz aktivitasuk méréséhez 2% olivaolajjal
egészitettlink ki a baktérium kultirékat. A tovabbiakban a tenyészeteket addig ndvesztettik
anaerob kortlmények kozott, mig el nem érték az exponencialis (ODggo: 0,5) fazist. Ezutan
a sejteket Kitlepitettlk (4500 rpm, 10 perc) és a feliiluszot lesziirtiik (Millipore). A fehérje
koagul&cidjahoz a fellilusz6t ammadnium-szulfattal (Sigma) kezeltik. 85%-0s ammonium
szulfat telitettseg elérése utan 4 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk az extraktumot, majd
4500 rpm-en 20 percig lecentrifugaltuk. A felesleges ammonium-szulfatot, aceton:viz (4:1)
keverékével tavolitottuk el. Az igy keletkezett fehérjekivonatot 20 mM Tris-HCI (pH 8.0)
oldatban oldottuk vissza. Az esetleges szabad zsirsavakat a mintakb6l haromszori n-
hexanos (Sigma) mosassal tavolitottuk el. A fehérje koncentri6 meghatarozasa Qubit

fluoriméterrel (Life Technologies) tortént.

Vékonyréteg kromatogréafia. 100 pg fehérje extraktumot minden izolatumbol 3 és
24 6réig 300 rpm-en folyamatosan razattunk a reakciéeleggyel (20 mM Tris-HCI (pH 6.0),
5% triton-X 100 és 0.2% triolein (Sigma)) 37 °C-on. A reakcio hidrogén-kloriddal valo
ledllitasa utdn a mintdkat vakuumszaritoban beszaritottuk, majd toluolban (Sigma)
feloldottuk. Ezutdn 5 pl-t a fels6é fazisbol szilika gélre (Silica Kieselgel 60, Merck)
felvittink (Linomat 5, Camag) 3 mm savszelességben. Petrol-éter:dietil-éter:formét
(80:30:1) futtatd elegyben (Saxena, ISAR és mtsa. 2005) valasztottuk szét a hidrolizis
végtermékeit. Futtatds utdn a szilika gélt szobahOmérsékleten megszaritottuk, majd az
eléhivo folyadékkal (10% réz-szulfat, 8% foszfor-sav) lefujtuk. Levegén vald szaritas utan
100 °C-os szaritoszekrénybe helyeztiik a gélt 10 percre. Minden torzsbdl 3 biologia és 2<
technikai parhuzamos készult. Pozitiv kontrollként (89 g/ml (w/v)) analitikai standard
olajsavat (Sigma) hasznaltunk 10 - 107 higitasban. Negativ kontroll minden mintabél 30

perces hdinaktivalassal készdilt.
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Lipaz aktivitds meghatarozasa. A mintak olajsav tartalmat a bomlastermékek
denzitdsdnak és felbontasanak fliggvenyében CP-Atlas szoftver (lazasoftware.com)
segitségével hataroztuk meg. A pozitiv kontrollként hasznalt olajsav adataibol
meghataroztunk egy kalibracids egyenest. Az igy kapott egyenes egyenletét felhasznalva
pedig megéllapitottunk a triolein hidrolizisének egy egységet (unit). A mintak fehérje
koncentracidjanak a meghatarozasa utan a leghigabb mintdhoz viszonyitva igy egy unit az

a lipdz mennyiség, ami 350 ng olajsavat szabadit fel egy ¢ra alatt.

Az anyagmennyiség meghatarozasa a standard egyenes egyenletének felhasznalasaval

tortént:

X= (_(a—b) iC)*BO

m

Ahol a: a mert olajsav denzitasa b: a minta hattere; c: eltolddas az x-tengelyhez képest;
m: az egyenes meredeksége. Vegul az egyenletet megszoroztuk harminccal, ugyanis a

mintaknak csak a harmincad részét vittik fel a szilika gélre.

Unit meghatarozésa

U

Ahol az x a meghatérozott anyagmennyiség osztva 350-el és megszorozva harommal a

3 oréas inkubécid és huszonnégyel a 24 dras inkubacio soran.

3.2.6 A PRP-38 térzs mutagenezise

Az éaltalunk kivalasztott PRP-38-as (IC tipus) aknébol izolalt térzsinkdn delécids
mutagenezist hajtottunk végre kettés homolog rekombinacio segitségével. A homolog
rekombinécio alapjat szolgalo delécids kazetta elemeit flzios PCR segitségével 2 1épésben
allitottuk 6ssze. Az els6 PCR reakcioban eldallitottuk a kazetta A és C elemét (lasd 4.8
fejezetben; 23. &bra). A két komponens a deletalni kivant gént6l upstream illetve
downstream elhelyezked6 500-500 bp hosszusagu regio. A felamplifikalt régiokat a PCR
reakcié soran az el nem hasznalt primerekt6l megtisztitottuk (PCR fragment izolalo Kkit,
Geneaid), majd egy kovetkezd PCR reakcidban az A komponens forward é¢s C komponens
reverse primereivel templatként hasznaltuk fel o6ket. Az eldallitasukhoz felhasznalt

primerekre (A reverz, C forward) réépitettik egymas 20 komplementer nukleotidjat a
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konnyebb felszaporitas érdekében. A komponensekbdl bemérendd mennyiségeket eldzetes
NanoDrop (Thermo Scientific) koncentraci6 meghatarozas alapjan allapitottuk meg. A
PCR reakciok soran a hiba nelkuli atirds vegett proof reading polimerdzt (Finnzymes)
alkalmaztunk. Az igy kapott AC komponenst Smal-restrikcios enzimmel (Sigma)
emésztett pk19 vektorba ligaltuk be (T4 DNS ligdz, Fermentas). A ligalast kovetéen
Escherichia coli DH5a kompetens sejtbe transzformaltuk a ligdtumot. A kanamicin
rezisztens (50 pg/ml) pozitiv klonokon univerzalis plazmid primerekkel (univ, opseq)
kolénia PCR-t végeztiink, és az igy kapott fragmenteket oszlopon tisztitottuk (Geneaid),
kapillaris elektroforézissel (3500 Series Genetic Analyzer, Life Technologies)
meghatdrozott, megfeleld pozicidji inszertet tartalmazo klonokat kivélasztottuk. Az igy
szelektal klénokbdl plazmidot tisztitottunk (Sambrook és William 2001) majd a vad tipusu
RPR-38-as torzsbe protoplaszt képzéssel (10 mg/ml lizozim (Sigma) 37 °C, 30 perc) 100
ng plazmidot transzformaltunk és kanamicines véres-agarra szelesztettilk. Egy hét anaerob
inkub&cid utan a megjelend telepeken kolonia PCR-el (KmR forward és KmR reverse)
leellendriztik a plazmid meglétét. A pozitiv klonokbdl egyet kivalasztottunk és
kanamicines BHI folyadékba leoltottuk. A felndvesztett tenyészetbol 96-0s sejttenyésztd
lemezben replikat készitettiink. Az igy eldallitott replikatumot Gjabb 10 alkalommal
atreplikaztuk kanamicin és kanamicin nélkili taptalajara, ahol minden alkalommal a vad
tipusi PRP-38-as torzset hasznaltuk kontrollként. A kanamicint nem tartalmazd taptalajon
novekedd, de az antibiotikumot tartalmazo taptalajon nem névekedo telepet kivalasztottuk
és a delécios kazettatol up- és downstream elhelyezkedd ellenérzé primerparral PCR
reakciot hajtottunk végre. Az igy eléallitott mutans torzs - tovabbiakban PRP-38/D4 -
replikdtumait -80 °C-on BHI tapoldatban taroltuk felhasznalasukig, amely 12% (v/v)

glicerolt tartalmazott.

3.2.7 Fluorometrias lipaz aktivitas meghatarozasa

Mintaeldkészités. A vizsgalt torzseket 50 ml BHI tapfolyadékba leoltottuk majd
anaerob korulmények kozott novesztettik az exponencialis fazisuk eléréséig. A sejtek
kitilepitése utan a feliiliszot leszirtiik (Millipore), ezutan 10K NMWL Amicon csdvekben
2 ml-re bekoncentraltuk a gyartd leirasa szerint (Millipore). A mintdk szabad zsirsav
tartalmatol haromszori n-hexanos mosas révén szabadultunk meg, fehérje tartalmuk
meghatarozasa pedig Qubit fluoriméter segitségével tortént a gyartod ajanlésa szerint (Life
Technologies). Azért, hogy a pontos szubsztrat-specifikus hidrolitikus aktivitasat
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vizsgaljuk a kiilonbozé  torzseknek  4-metilumbelliferil-oleat  (4-MU-O, Sigma)
fluorogenikus szubsztratot hasznaltunk a gyartd leirasa szerint (Aex:327nm; Aem449nm, 0.1
M Foszfatpuffer, pH 7.0 és 37 °C) a fluorometrias kisérleteink soran. A mintakat 3 oran at
inkubaltuk a szubsztrattal, majd végpont analizist végeztiink (Jacks és Kircher 1967)
(FLUOStar Optima). A kalibracidhoz 4-metilumbelliferil (4-MU) (Sigma) standardot
hasznaltunk 15 pm/ml koncentraciéban és 107 - 10 higitasban. A kalibraciés egyenes
egyenletét felhasznalva, ugyanazon az elven, mint a TLC-s kisérletben (lasd feljebb)

meghataroztuk a mintak 4-MU/mg fehérjetartalmat.

3.2.8 Pasztaz6 elektronmikroszkop

A kivalasztott torzseket BHI tapoldatban, exponencidlis fazisig torténd ndvesztés utan
Kitlepitettlk (3000rpm, 10perc), desztillalt vizben hadromszor mostuk, majd a térfogatot
100 pl-re beallitottuk. Ezt kovetéen feddlemezre cseppentettik a szuszpenzidt,
szobahémérsékleten beszaritottuk, és 24 dran at 4 °C-on fixaltuk a sejteket (2.5% (v/v)
glutaraldehid, 0.05 M kakodilat pufferben (pH 7,5) (Sabatini, Bensch és mtsa. 1963)).
Kovetkezd napon a mintdkat jégen tartva etanollal dehidrataltuk (50%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95% és 100% v/v) ezutdn az abszolit alkoholt (100% EtOH) lecseréltik terc-
butanolra (terc-butanol: 100% EtOH=1:2, 1:1 es 2:1 aranyban). 24 0Orés terc-butanolos
inkubalalst kovetden a mintakat liofilizaltuk 3 oran at majd az arany bevonat elkészitése

utdn HITACHI S-4700 berendezésen elektronmikroszkopos felvételeket készitettlink.

3.2.9 Armalasos citometria

A kivélasztott baktérium torzsek tenyésztése utdn (ODego: 0,5) a sejteket lecentrifugaltuk
(300 rpm, 10perc), foszfat pufferben (PBS, Gibco) mostuk kétszer, és 24 6ran at 70%-0s
megszintetése érdekében szonikaltuk a sejteket (1,5 perc 0,5 masoperces ciklusokban75%-
os amplitdddéval), majd 10 pg/ml koncentréciéju propidium-jodiddal (Aex 540 nm;
Xem 608 NmM, Sigma) megfestettik. A sejtek DNS tartalméat és méretét BD FACS Jazz (BD
Biosciences) aramlasos citométerrel vizsgaltuk. Kontrollként jel6letlen sejteket és tres PBS

puffert hasznaltunk.
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4. EREDMENYEK
4.1 Propionibacterium acnes azonsitasi és osztalyozasi modszerek kifejlesztése

4.1.1 A torzsgyiijtemény jellemzése RAPD alkalmazasaval

A Propionibacterium acnes baktériumot egyre tobb klinikai korkép soran
azonositjak, igy a pontos jellemzése mara mar nélkuldzhetetlen a mikrobioldgiai
diagnosztika szdmara. Annak érdekében, hogy a tovabbiakban meg tudjuk allapitani az
altalunk Kkifejlesztett azonsitasi és osztalyozasi moddszerek megbizhatdsagat, a
rendelkezéslinkre allé torzsek DNS polimorfizmuséat a Perry és munkatéarsai altal leirt
RAPD maddszerrel kovettik nyomon (Perry, Worthington és mtsa. 2003). Ennél a
modszernél a reprodukalhatosag érdekében elengedhetetlen a megfeleld reakcio koriilmény
és a DNS templat mennyiségének helyes megvalasztasa, a jelen dolgozatban egyetlen
reprezentativ kisérlet eredmenye Kkerll bemutatsra (9. &bra). El6z6leg a telepmorfologia
alapjan a Propionibacterium-ok kdzé sorolt, 22 klinikai mintabél a RAPD médszerrel 18
izolatumot azonositottunk, mint P. acnes. Annak ellenére, hogy a telepek morfologiaja
teljesen megegyezett a P. acnes-el, a fennmaradd 4 torzs teljesen mas RAPD amplikon
mintazatot mutatott (87229417; 9880; 33810; 440671) - tébbek kozbtt hianyzik a P. acnes-
re jellemzé 1400 bp méreti amplikon. A 16S rDNS kapillaris elektroforézises
szekvenalasaval végil megallapitottuk, hogy ezek P. avidum izolatumok. A RAPD
modszer alacsony felbontasat jol mutatja, hogy a PRP-38 és a 33257 torzsek amplikon
mintazata leginkabb az I-es tipusba tartozo torzsekhez hasonlit, ennek ellenére mégsem
tudtuk Oket teljes biztonsaggal besorolni.  Kovetkezésképpen a RAPD modszert
felhasznalva a P. acnes torzseket 3 f6 tipusba lehet sorolni: nevezetesen az I-es, a l1-es és a

I11-as tipusba.
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9. &bra. 22 Propionibacterium izoldtum RAPD analizise. 18 P. acnes és 4 P. avidum izolatum
RAPD amplikon mintazata. A RAPD keépes a P. acnes izolatumokat a 3 f6 tipusba sorolni, azonban
egyes torzsek amplikon mintazata (pl. 6609, PRP38, 33257) nem elég konkluziv ahhoz, hogy az I-
es tipuson beliil tovabb csoportositsa a torzseket. M: 1 kb marker.

4.1.2 Multiplex PCR

Az eldzdekben lathattuk, hogy a RAPD mddszer felbontdsa nem elegendd ahhoz,
hogy a f6 tipusokon beliil kiilonbséget tegylink. Minthogy munkacsoportunk elsdként
mutatta be azt, hogy kiilonboz6é P. acnes izolatum eltérd immunvalaszt indukal
keratinocitakban, igy fontos a kolonizald torzs pontos azonositasa. Laboratériumunk a
rendelkezésére all6 >30 P. ances izolatum teljes genomszekvenciajanak felhasznalasaval a
belfasti Egyetem Immunoldgiai Intézetével kdzdsen olyan modszert dolgozott ki, amely a
genomokban meglévé kiilonbségekre épitve képes meghatarozni az adott P. acnes
izolatum pontos filogenetikai tipusat. A modszer, amely egy klasszikus touchdown
multiplex PCR (MPCR), 6 primerpar segitségével egyetlen reakcidban képes rendkiviil
megbizhatéan besorolni - a jelenleg ismert 6 f6 filogenetikai tipusba - a Klinikai
izolatumokat. A primerek tervezése soran olyan régidkat valasztottunk, amelyek kizaroélag
egyes filogenetikai csoportban vannak jelen, vagy a filogenetikai csoportra jellemz6
specifikus polimorfizmus talalhaté a régioban. A kritériumoknak megfeleld régiokra olyan
primerparokat terveztlink, melyek olvadasi homérséklete megegyezik, igy egyetlen PCR
reakcioban alkalmazhatéak. Az izoldtumok azonositisa a PCR soran keletkezd eltérd

méretli amplikonokon alapszik. Filogenetikai csoport-specifikus polimorfizmusokat
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azonositottunk a sodA, a recA és az atpD génekben igy a MPCR-ben a sodA gén
primerparja specifikusan csak az 1A, és IB tipust targetalja mig az atpD és a recA gének
primerparjai a ll-es és Ill-as tipust targetaljak. Teljes genom szekvenalasi adatokat
felhasznalva megallapitottuk, hogy az ABC tipusi peptid felvevd operon ATP-kotd
doménje (ATP-szintdz; génbank azonositdé: DQ208967.1) csak az IA;, az 1A, és az IC
tipusban van jelen, és hianyzik az 1B, a ll-es és a Ill-as tipusbol. Tovabba az IC tipusu
torzsekben egy hipotetikus virulencia gént (hpv) (Fic csalad; génbank azonosito:
TICEST70_07737) azonositottunk, mely hianyzik az 6sszes tébbi tipusbdl, igy a primerpar
ezt a régiot célozza meg. Kisérleteink soran a P. acnes specifikus 16S rDNS primerpart
ugy terveztik, hogy kizardlag a P. acnes rDNS-¢éhez kotédve képes amplifikalni az adott
szakaszt, igy megbizonyosodhatunk arr6l, hogy az adott izolatum val6ban P. acnes. A 4.
tablazat Osszesitve mutatja a primerek specificitasat, valamint a target regiokat és az

amplikonok méretét.

Primer Specificitas Target régio Amplikon (bp)
Eﬁ:ﬁ; P. acnes 16S rDNS 677
Eﬁﬁgg; Filotipus 1A ABC transzporter 494
Eﬁggi Filotipus 1Az és IB sodA 145
Eﬁﬂ:g; Filotipus IC Hipotetikus virulencia gén (hpv) 305
Eﬁﬁt; Filotipus I atpD 351
Eﬁigﬁ; Filotipus 1 recA 225

3. tablazat. A mulitplex PCR soran felhasznalt primerek és gének jellemzdi.

A hexapalex PCR minden primerparjat leteszteltiik az 6sszes filogenetikai tipusra,
aspecifikus amplikont nem azonositottunk. Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk a
specifitasrol, minden egyes amplikont kapillaris szekvenalé modszerrel ellendriztiink. A
hexaplex MPCR stratégiat felhasznalva a kiilonbozé filogenetikai tipus-specifikus
amplikonok alapjan az izolatumok immaron a 6 f6 filogenetikai csoportba sorolhatdak

(1A1, 1Az, IB, IC, 11, 11I) (10. &bra). Annak erdekében, hogy tovabb gyorsitsuk a frissen
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izolalt Klinikai torzsek tipizalasat, tovabb optimalizaltuk a MPCR-t, igy immaron genomi
DNS tisztitas nélkil kolonia PCR-ben is miikodik a reakcio (11 &bra).

10. abra. Genomi DNS felhasznalasaval a multiplex PCR soran létrehozott amplikonok
specifikusan jelolik az egyes P. acnes filogenetikai tipusokat. A 677 bp-os amplikon
specifikusan a P. acnes 16S rDNS amplikonja. Az 1-3 oszlopban az 1A; (1: hdn-1, 2: PRP-60, 3:
M7), a 4-6 oszlopban az 1A; (4: P.acn33, 5: P.acnl7, 6: P.acn31), a 7-9 oszlopban az 1B (7: 4/4/7,
8: VA3/4, 9: M3), a 10-12 oszlopban az IC (10: PRP-38, 11: PV66, 12: 5/1/3), a 13-15 oszlopban a
Il (13: ATCC11828, VA2/9 N, 15: M20) és a 16-18 oszlopban a Il (16: 12S, 17: Asnl2, 18:
Asn10) tipusba tartozo torzsek specifikus amplikon-mintazata lathatd; M: 100 bp marker.

11. &bra. Kol6nia multiplex PCR. A 677 bp amplikon specifikusan a P. acnes 16S rDNS
amplikonja. 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 Il (13: SG2, 14: ATB1, 15: ET1) és a 16-18
oszlopban a Il (16: 12S, 17: 17S, 18: 20C) tipusba tartoz6 torzsek specifikus amplikon-mintazata
lathatd; M: 100 bp marker.

Mindkét abra (10. és 11. &bra) 1-18-ig szamozva kiilonb6z6 P. acnes izolatumok

multiplex PCR utani amplikon mintazatat mutatja be: a 677 bp-nal talalhat6 amplikon
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specifikusan a P. acnes 16S rDNS-ének egy adott szakasza: ez az abrakon minden
izolatumnal detektalhatd. Az 1-3 oszlopokban az IA; tipust torzsek jellegzetes amplikon
mintazata lathato: ebben az esetben az 5 primerpar kizarélag a ABC transzporter 494 bp-os
szakaszat képes amplifikalni. A 4-6 oszlopokban az 1A, tipusu izolatumok talalhatéak meg,
amelyekben az ABC tarnszporter mellett a sodA 145 bp-os szakasza is amlifikalodik. A 7-9
szamozasu oszlopokban IB tipusu izolatumoknal a 16S rDNS mellett a sodA 145 bp
méretli amplikonja jelenik meg. A 10-12 oszlopokban az IC tipusu izolatumok amplikon
mintazatat az ABC traszporter 494 bp-os valamint a hipotetikus virulencia gén (hpv) 305
bp-os amplikonjai hatarozzak meg. A 13-15 oszlopokban a Il tipusd P. acnes torzsek
lathatoak az amplifikalddott atpD 351 bp-os target szakasszal. VVégul a 16-18 oszlopokban
a lll-as tipust izoldtumok mint4zatdt a recA gén 225 bp-os amplikonja jellemzi.
Megallapithato tehat, hogy a MPCR alkalmazaséaval kikiiszobolhetd a RAPD tipizélas
Osszes hatranya, vagyis az altalunk kidolgozott modszer gyors, reprodukalhatd és a
jelenleg ismert tipusokat egyetlen reakcidban nagy megbizhatdsaggal azonositja (11. abra).

A multiplex PCR alkalmazasa soran igy rendkivil gyorsan megbizhatd eredményt
kapunk az ujonnan azonositott P. acnes izolatumokrél, melynek igy felbontasa és
specificitasa széleskorli. Ezt kihasznalva a rendelkzésiinkre allo torzseken (>150)
elvégeztik a MPCR analizist, amely soran megéllapitottuk hogy a Klinikai izolatumaink
legnagyobb részt az 1A; és IB filgonetikai tipusba sorolhatéak. Ez egybehangzik a
filogenetikai analizis eredményeivel (eBURST), miszerint IA; filogentikai csoportba
foként az acne vulgarisbol szarmazé izolatumok sorolhatoak, mig az IB csoportba a
egészséges borfeliiletrdl izolalt térzsek tartoznak (12. dbra) (McDowell, Barnard és mtsa.
2012) .

IA, tipus
IA; tipus
IB tipus
IC tipus
Il tipus

1l tipus

12. abra. A torzsgyiijtemény multiplex PCR—el torténé analizise. Legnagyobb szdmban az 1A,
és az IB filogenetikai tipus fordul el6, mig a legkevesebb izoldtumot a Ill-as tipushdl
azonositottunk. n>150.
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413 eMLST

Munkacsoportunk részt vett a 7 haztartdsi gén részleges szekvencidjanak
alkalmazéasaval kialakitott MLST kidolgozasaban, amellyel 4 filogenetikai csoportba (1A,
IB, Il és IIl) tudtuk sorolni a torzseket (McDowell, Gao és mtsa. 2011). A
rendelkezéslinkre allo teljes genomok adatait felhasznalva azonban a felbontas tovabbi
novelése érdekében - pl. IC tipus MLST azonositésa - finomitottuk a mddszert. Az egy
I6kuszos recA alapu filogenetikai csoportositas soran, a recA génben 1év6 polimorfizmus a
recA gen 897. pozicijoaban egy G>A polimorfizmus azonositasaval az I-es csoportban
elkllonithet az 1A és IB tipus (Sampedro, Piper és mtsa. 2009; Niazi, Clarke és mtsa.
2010). Azonban az MLST analizis soran a 7 haztartasi gén alkalmazasaval, esetenként az
IA tipusban is detektaltuk azt az allél variaciot, ami a csoportositas alapjat képezi. Annak
érdekében, hogy ne okozzon nehézseget az IA és az IB csoport elkilonitése, a recA lokuszt
eltavolitottuk. A I6kusz eltavolitdisa nem okozott valtozast az izoldtumok szekvencia
tipusokba soroldsakor és a filogenetikai analizis soran. A modszer specifikussaganak a
novelése érdekében viszont tovabbi négy virulencia gént tanulméanyoztunk (camp2, gehA,
pap60, tly). A virulencia gének vizsgalata soran, a camp2 (Christie-Atkins-Munch-Petersen
(CAMP) faktor homolog) és a tly (hemolizin) gének felhasznalasaval, az MLST
maodszerrel 71 izolatumbol 30 szekvencia tipust azonositottunk. Az igy atdolgozott 8 gén
felhasznalasaval (aroE, atpD, gmk, guaA, lepA, sodA, tly és a camp2) készilt eMLST
(expanded MLST) 6 filogenetikai csoportra képes osztani az izolatumokat: 1A;, 1A, IB,
IC, 11, és 111 (4. tablazat).

Gén Fehérje Amgr";:gn
arokE Shikimate 5-dehidrogenéz 424 bp
atpD ATP-szintaz 453 bp
gmk Guanilat-kinaz 400bp
guaA GMP-szintaz 493bp
lepA GTP-koto fehérje 453bp
sodA Szuperoxid-dizmutaz 450bp
camp2 Christie-Atkins-Munch-Petersen faktor 804bp
tly Hemolizin 777bp

4. tdblazat. Az eMLST kidolgozasahoz hasznélt gének jellemzéi. A PCR reakcio utan egyenként
izolaljuk és megszekvenaljuk az amplikonokat, majd az MLST adatbéazisba vald felt6ltés utan
meghatarozzuk a szekvencia tipusokat.
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Az eMLST sordn meghatarozott 8 gen szekvencigjanak az allél kombinaciojaval
megallapithatd az e-szekvencia tipus (eST). Ily modon az elézéleg multiplex PCR
modszerrel tipizalt izolatumainkrél még pontosabb képet kaphatunk a filogenetikai
csoportjukon beluli hovatartozasukrol. A 5. téblazat foglalja 6ssze a kivalasztott
izolatumok RAPD, MLST, MPCR és eMLST adatait.

izolatum | “APD Szfil:)\(;n-c'a MLST 1 vipcr Szfilslﬁn-ma SV S
profil MLST filotipus eMLST filotipus
PRP-60 I ST-6 1A 1A eST-20 1A
157256 I ST-6 1A 1A eST-3 1A
317669 | ST-6 1A 1A; eST-1 1A;
226 | ST-6 1A 1A; eST-31 1A;
434 | ST-25 1A 1A; eST-20 1A;
P.acn3l | ST-27 1A 1A eST-36 1A
P.acn33 | ST-9 1A 1A eST-2 1A
P.acnl7 | ST-22 1A 1A eST-22 1A
6609 I ST-10 IB IB eST-5 IB
51318 I ST-10 IB IB eST-5 IB
887674 I ST-10 IB IB eST-5 IB
PRP-38 I ST-29 1A IC eST-70 IC
ATCC11828 1 ST-44 1 I eST-27 1
PRP-47 1 ST-40 1 I eST-28 1
Asnl2 1! ST-19 Il Il eST-33 Il
12S 1! ST-30 Il Il eST-81 Il

5. tablazat. Osszesité tabliazat az egyes izolaitumok RAPD, MLST, MPCR és eMLST
adataival. A négy modszer kozill az eMLST felbontasa a legjobb, amely segitségével immaron
>110 allélkombin&ciot (eST-t) sikerlt azonositanunk.

Az dltalunk kialakitott eMLST mddszer tehat 6 haztartdsi gén részleges és 2
feltételezett virulencia gén teljes nukleotid szekvencia analizisen alapul. Az eMLST az
eredeti MLST-hez képest jelentésen megndvelt felbontast biztosit: immaron 6 filogenetikai
csoportra képes osztani az izoldtumokat, ugy mint 1Ay, 1A, IB, IC, 1l és Ill. Tovabbi
jelentésége az eMLST-nek, hogy a filogenetikai csoportok immaron a betegségeket is jol
reprezentaljak: az 1A; és IC csoportba sorolt izolatumok elsésorban aknés borrol
szarmaznak, az 1A, izolatumokat aknébdl és szemfert6zésekbdl izolaltuk, az 1B, 11 és III
csoportba tartozok pedig nagy valoszinliséggel a kommenzalistak, és kisebb aranyban

orvosi implantatumokkal kapcsolatos fertézésekkel hozhatok 6sszefiiggésbe (6. tablazat).
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1A; 1A IB IC I Il
Acne vulgaris | 77 (64%) | 9(33%) | 6(24%) | 4 (100%) | 8 (25%) 0
Egészséges bor | 30 (25%) | 14 (52%) | 7 (28%) 0 12 (38%) | 14 (88%)
Szemfertézés | 11(9%) | 4 (15%) | 2 (8%) 0 1(3%) | 1(6%)
Implantatum 2 (2%) 0 10 (40%) 0 11 (34%) | 1 (6%)
Osszes izolatum 120 21 25 4 32 16
(100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (100%)

6. tablazat. Az eMLST analizisben hasznalt izolatumok szazalékos eloszlasa a Kiilonbozo
betegségek flggvényében.

4.2 Filogenetika

Az eBURST algoritmus segitségével és az eMLST adatbazis felhasznalasaval 91
eST-t 8 klonalis komplexbe (CC) soroltunk, tovabba 21 szingletont (olyan eST-k, amelyet
jelenleg csak egyetlen izolatum jellemez) kilonitettiink el. Az egyes klonalis komplexeken
belil az eST-k legalabb 7/8 kozos alléllal rendelkeznek egy masik eST-vel. Az 1A;
izolatumokat a CC1l, CC3 és CC4 klonalis komplexek és 11 szingleton, az 1A,
izolatumokat a CC2 klondlis komplex és 2 szingleton, az 1B izoldtumokat a CC5 Kklonalis
komplex és 1 szingleton, a ll-es tipusu izoldtumokat a CC6, CC69 klonélis komplexek és 6
szingleton, a Ill-as izolatumokat pedig a CC77 klonalis komplex és 1 szingleton kepviseli
(13. abra).

13. dbra. Az eMLST adatbéazis eBURST analizise. Az egyes eST-k gyakorisagat a korok terilete
jelzi. Kék: alapitd genotipusok, sarga: al-alapitd genotipusok, zold: egészséges borrdl izolalt eST-k.
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A nagy felbontasti eMLST tipizaladsi modszer, tovabba az eBURST eredményei
lehetévé tették szamunkra, hogy az eST-k alapjan fejlodéstorténeti analizist hajtsunk végre,

amelynek eredményeként egy filogenetikai fat kaptunk (14. abra).

CC5 1A

CC1 1A

CC4 1A

Icc2ia

=L 1 IC

CCT771II

L1}

150
L] e
gT6l

CC6esCCT21I

cea o ooz W ooos
Hoor Hocy W oo
HoC) B oC7? B Singlaon

14. &bra. 91 P. acnes eST-jébdl osszeillesztett génszekvenciak minimum evoldcios filogentikai
faja. A fa karjain a lefedettségi értékek lathatdak, a vizszintes vonalak hossza a genetikai
tavolsagot jelzik, a fiiggbleges szines savok az eBURST alapjan azonositott klonalis komplexeket

jelolik. A szinkédok és a hozzajuk tartozé eBURST csoportok, valamint a szingletonok a
bekeretezett részben vannak részletezve.
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Az izolatumok 3 f6 kladba oszthatok fel a tly és camp2 faktor génszekvenciak
alapjan, ami arra utal, hogy ezek a faktorok egyiitt fejlédtek a haztartasi génekkel: ez a 3
klad a f6 filotipusoknak (I, II és III) felel meg. Az I-es kladon beliil az 1A tipusu térzsektol
genetikai tavolsag szempontjabol jol elkiiloniilé csoportot alkotnak az IB tipust eST-ket
képviseld izolatumok. Az IA tipusu izolatumokat 2 nagyon eltéré csoportba soroltuk
melyek, az 1A; és 1A, tipusoknak felelnek meg. Az IA; izoladtumok 3 csoportba
kiilonithetdek el, amelyek a CC1, CC3 és CC4 klonalis komplexeknek felelnek meg. Az I-
es kladon belil tovabba az IC tipusu izolatumokat is elkilonitettik, amelyek az eBURST
felvételen még az 1A; osztalyon beliil helyezkedtek el (14. &bra). Az aknés izolatumok
jelentés része az IA; tipus CC1l, 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 nyQjt arra, hogy a ledgazds patogén profilja nem csak az aknéra
korlatozodik. Az aknés izolatumokat kisebb aranyban az eST3 és eST4 szekvencia tipusok
is képviselik. Az egészséges borrdl szarmazo izolatumok nagy része az IB tipus CCS5, a II-
es tipus CC72 és lll-as tipus CC77 klonalis komplexek tagjai, és kisebb hanyadaban orvosi

implantatumokkal kapcsolatos fertdzésekkel is 6sszefliggésbe hozhatok.

4.3 Teljes genom szekvenalasok

Az elsé P. acnes genom megszekvenalasaval betekintést kaptunk a baktérium
bioldgiai és biokémiai jellegzetességeibe. Azonositottak szamos olyan gént, amelyeknek
feltehet6leg szerepe van a P. acnes kolonizacids képességében, tovabba a megvaltozott
kornyezeti feltételekhez valé adaptalodasadban (Bruggemann, Henne és mtsa. 2004).
Munkacsoportunk 2004-ben els6ként irta le, hogy a kiilonbdzé P. acnes izolatumok eltérd
immunvélaszt véltanak ki keratinocitdkban (Nagy, Pivarcsi és mtsa. 2005). Annak
érdekében, hogy jobban megismerjik a gazda-patogén kolcsdnhatas molekularis alapjait,
nélkilozhetetlen a kolonizalo fajok genom ismerete, ezen felil a kommenzalista és a
potencidlisan patogén torzsek elkilonitése. Ezért teljes genom szekvenalasaink soran olyan
torzseket valasztottunk ki, amelyekkel reprezentalni tudjuk a - feltételezhetéen - patogén
(IA1; 1A,; IC) és kommenzalista (I1B; I1; I11) filogenetikai csoportot (8. tablazat).
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” — Kromoszoma | Kodold Kontig NCBI
Torzs neve | Filotipus . . . ‘oz
mérete szekvencia szam azonosito
hdn-1 1A 2 494 562 bp 2 302 1 CP006032
P.acnl7 2 489 626 bp 2 236 1 CP003196
P.acn31 1A, 2 522 885 bp 2 266 1 CP003197
P.acn33 2 498 766 bp 2 247 1 CP003195
6609 IB 2 560 282 bp 2 358 1 CP002815
PRP-38 IC 2 507 426 bp 2 233 12 AIJP00000000
ATCC11828 I 2 488 752 bp 2 260 1 CP003084
Asnl2 Il 2 581 243 bp 2478 2 nem kozolt

8. tablazat. Az altalunk megszekvenalt P. acnes teljes genomok jellemzéi.

A genom szekvenaldsok soran az 6sszes megszekvenalt torzsben 45 tDNS-t és 6

rDNS I6kuszt azonositottunk kivéve a PRP-38-as torzsnéel ahol 9rDNS lokuszt
azonositottunk ~60%-0s GC tartalommal.

A genomok egymashoz viszonyitasaval szamos kuldnbséget azonositottunk, tébbek
kozott potencidlis virulencia faktorokat, az antibiotikum rezisztencidért valamint
morfologiai valtozasért felelds géneket. Az elézdleg kommenzalistaként szadmontartott
6609-es (Hunyadkurti, Feltoti és mtsa. 2011) az ATCC11828-as (Horvath, Hunyadkurti és
mtsa. 2012) és az Asnl2 torzsben, a dermatan-szulfat-koté fehérje jelenlétét nem sikerdilt
azonositani, ami tovabb hangsulyozza azt a feltételezést, hogy kommenzalistaként vannak
jelen a bor felszinén. Tovabba a potencidlis patogén, IC filogenetikai csoportba besorolt,
anitibiotikum-rezisztens PRP-38-as izolatum rDNS operonjaban talalhaté mutacié felelés
valoszintileg a rezisztenicaért (MIC (minimadlis inhibitor koncentraciod): tetraciklin: 0,32
pg/ml; eritromicin: >256 pg/ml; klindamicin: 0,38 pg/ml) (McDowell, Hunyadkirti és
mtsa. 2012)). Az IC filogenetikai csoportba tartozé tovabbi izolatumokat megvizsgalva
ugyanezt a jelenséget azonositottuk, miszerint: a 16S rDNS Kis alegységében egy
transzverzios mutacio (purin bazis cseréje pirimidinre(1058G>C)) az ami a tetraciklin
rezisztenciaért felel6s (Ross, Eady és mtsa. 1998). Ezen felll a 23S rDNS V. doménjében
tranzicios mutéacio (purin bazis cseréje purinra) ahol a 2059A>G az eritromicin és a

klindamicin rezisztenciaért felel6s.
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" 1. 1B tipus (6609)
2. TA tipus (266)
3. IA, tipus (P.acn 33)

4. 1A, tipus (P.acn 17)

5. IA,tipus (P.acn 31)

6. I tipus (ATCC 11828)

B Forward
B Reverse
Genomok

15. abra. Hat Propionibacterium acnes teljes genomjanak &sszehasonlitdsa. A legbelsé
genomon a sense szalon 1évo gének pirossal, kékkel pedig az antisense szalon 1év6 gének vannak
jelélve: ehhez a genomhoz van viszonyitva a tébbi 5 (sargaval jeldlve). A sotét sarga nagyfoka
konzervaltsagot jeldl, a sarga korokben a fehér megszakitasok jeldlik a hianyzé kromoszoma-
szakaszokat.

4.4 A lll-as tipusu filogenetikai csoport morfolégiai jellemzése

A lll-as filogenetikai csoportba tartozo izolatumok morfoldgiajukban is eltérnek a
tobbi izolatumtol, ugyanis ezek hosszl, elongalddott fenotipust mutatnak. A Ill-as
filotipusba tartozd Asnl2-es torzs genomjat 2 kontigba épitettik 6ssze, majd a részleges
genomot 0sszevetettik a tobbi filotipusba tartozé genomokkal. Az egymashoz valo
viszonyitas folyaman azonositottunk egy 616A>G tranziciés mutéaciét a GroEL chaperon
fehérje kdédold szekvencidjaban, amely 206 Treonin>Alanin aminosav cserét kodol (16.
abra) és kizardlag a Ill-as filogenetikai csoportba tartoz6 torzsekben van jelen. Mivel E.
coli-ban a GroEL mutécidja szintén elongalodott fenotipussal jar (Chapman, Farr és mtsa.

2006), ezért az adott mutaciot megvizsgaltuk tovabbi 10, a Ill-as filogenetikai csoportba
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tartozo torzson, ugyelve a foldrajzi diverzitasra: a torzsek kozott magyar (VA2 _4, VA2 5,
VA2 _14); brazil (12S); brit (Asn10, Asn12, Asn13) és japan torzsek (55, 78, 124, 129) is
voltak. Mivel az adott mutéacio az 0sszes Ill-as filogenetikai csoportba tartozd térzsben
jelen van (16. &bra), ezeért feltételezzlk, hogy valoban ez a mutécié felel6s az elongalddott

fenotipusért: a kisérleti bizonyitas jelenleg is folyamatban van.

KPA171202_GroEL AAGGGCTACATCTCGCCCTACTTCGTGACTGACACCGAGCGCATGGAGGCTGTCTCGAGGAT

Lys Gly Tyr Ila Ser Pro Tyr Phe Val Thr Asp Thr Glu Arg Met Glu Ala Val Leu Glu Asp

Asn12_GroEL e
Lys Gly Tyr Ila Ser Pro Tyr Phe Val Thr Asp Ala Glu Arg Met Glu Ala Val Leu Glu Asp

Asn10_GroEL e
Lys Gly Tyr Ila Ser Pro Tyr Phe Val Thr Asp Ala Glu Arg Met Glu Ala Val Leu Glu Asp

Asn13_GroEL O |
Lys Gly Tyr Ila Ser Pro Tyr Phe Val Thr Asp Ala Glu Arg Met Glu Ala Val Leu Glu Asp

12S_GroEL R
Lys Gly Tyr Ila Ser Proc Tyr Phe Val Thr Asp Ala Glu Arg Met Glu Ala Val Leu Glu Asp

VA2_4_GroEL Y
Lys Gly Tyr Ila Ser Proc Tyr Phe Val Thr Asp Ala Glu Arg Met Glu Ala Val Leu Glu Asp

VA2_5_GroEL D
Lys Gly Tyr Ila Ser Pro Tyr Phe Val Thr Asp Ala Glu Arg Met Glu Ala Val Leu Glu Asp

VA2_14_GroEL e
Lys Gly Tyr Ila Ser Pro Tyr Phe Val Thr Asp Ala Glu Arg Met Glu Ala Val Leu Glu Asp

55_GroEL Y
Lys Gly Tyr Ila Ser Pro Tyr Phe Val Thr Asp Ala Glu Arg Met Glu Ala Val Leu Glu Asp

78_GroEL Y
Lys Gly Tyr Ila Ser Pro Tyr Phe Val Thr Asp Ala Glu Arg Met Glu Ala Val Leu Glu Asp

124_GroEL Y -
Lys Gly Tyr Ila Ser Pro Tyr Phe Val Thr Asp Ala Glu Arg Met Glu Ala Val Leu Glu Asp

129_GroEL Y

Lys Gly Tyr Ila Ser Pro Tyr Phe Val Thr Asp Ala Glu Arg Met Glu Ala Val Leu Glu Asp

16. &bra Thr206Ala aminosav cserét okozé mutacid a I11-as filogenetikai csoportba tartozo P.
acnes torzsekben. Legfelsd sorban a KPA171202-es IB tipusu, mint referencia torzs GroEL
részlete lathatd. Piros szinnel jeldlt a treonin (Thr) > alanin (Ala) mutécid.

A vizsgalataink sordn pésztazd elektronmikroszkopos (SEM) felvételeket
készitettink mind a megnydlt, mind a normal morfoldgiat mutatd torzsekrél annak
kideritése érdekeben, hogy a megnyult forma egyetlen sejt, vagy a sejtosztodas soran
valami oknél fogva szétvalni nem tudé sejtek halmaza. A felvételek alapjan elmondhato,
hogy a megnyult fenotipust mutatd torzs sejtkultirdja nem homogén: lathatéak normal
méretil sejtek és hosszu, elongalodott sejttipusok (17. abra).
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17. &bra. SEM (Scanning electron microscope) felvételek a P. acnes torzsekrdl. A: Az 1A;
filogenetikai csoportba tartozd PRP-60 torzs. B-C: A lll-as filogenetiaki csoportba tartozé 12S
megnyult fenotipusa.

A pésztazo elektronmikroszkopos felvételek mellett konfokalis mikroszkdpos
vizsgalatokat is végeztiink. Mig a SEM-al a megnyult sejtek egyértelmiien egy sejtnek
latszanak, addig a konfokalis mikroszkoppal latunk megnyult, egy sejtnek tekintheto sejtet,
valamint t6bb révidebb, de beflizddéssel egyiitt marado, igy 1athatd fényben megnydltnak

tling sejtet.

200um

18. dbra. Konfokalis mikroszkop felvételek a 12S (l11-as tipus) torzsrél. A: FM-464 membran
festék; B: Nanoyl orange membran festék. C: lathat6 fény. Az abran lathatd teljes kit6ltést nyil a
befiizédéssel egyiitt marad6 sejtet mutatja, mig a pont nyil az egy megnyult sejtet mutatja.
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Annak érdekében, hogy kideritsiik valoban egy megnyult sejtet detektalunk,
aramlasos citometrias vizsgalatokat végeztink. Mivel a sejtkultira nem homogen, az

aramlasos citometrias méréseink soran a sejt merete alapjan valogattuk szét a sejteket (19.

abra).
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19. abra. Aramlasos citometrias felvételek. A.: Kontrollként hasznalt normal fenotipust mutato
torzs citometrias felvétele. B.: Elongalédott fenotipust mutatd térzs citometrias felvétele. FSC
(forward scatter): korrelal a sejtek méretével. SSC (side scatter): a sejtek granulaltsagat hatarozza
meg. A Kisérlet sordn a sejtek méret szerinti elkilonitését a P1-es kapu (piros szinnel) és a P2-es
kapu (kék szinnel) jelzi. A kontrollként hasznalt mintaban a P2-es kapuban megjelend sejtek
nagy valosziniiséggel aggregalt sejtek melyekt6l nem sikeriilt megszabadulni a szonikélas
alkalmaval, azonban a mennyisége az 6sszes lemért sejthez képest csak 0,09%. A fekete kiemelt
terlilet a feltehetdleg a két szétosztodni nem tudo sejtek populécidjat abrazolja. .

A sejtek DNS tartalmat ezutan propidium-jodid (PI) DNS interkalalo, fluoreszcens
festék intenzitisa alapjan hataroztuk meg. A kisérlet soran két kaput hasznaltunk, két

egymast kovetd 1€épésben. Az els6 szétvalogatas alkalmaval a nagyobb mérettartomanyban
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elhelyezkedd sejteket valogattuk ki (Figgelék 1-2. abra), majd ezeket a sejteket Gjbol
szelektaltuk a méretliik alapjan. Végiil két jol elkiiloniild populaciét azonositottunk.
Osszehasonlitva a két populaciot elmondhatd, hogy a nagy mérettartomanyban
elhelyezked6 sejteknek Pl intenzitasa szinte alig valtozott a kisebb mérettartomanyban
elhelyezkedd sejtekével. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a sejtek DNS tartalma
megegyezik, mindezek alatamasztjdk a mikroszkopos felvételeink soran tapasztaltakat,
miszerint a sejtkulturaban az egy megnyult fenotipust mutaté sejt valéban egyetlen sejtnek

tekintheto.

45 MALDI-TOF MS analizis

MALDI-TOF MS a kiilonboz6 baktériumok, gombak fajszinti meghatarozasara
széleskorben elfogadott moddszer (mint pl. Bacteroides fragilis vagy a Yersinia
enterocolitica azonositasa soran (Stephan, Cernela és mtsa. 2011). A fajszintii azonositas
soran a riboszomalis fehérjék tomegspektrumat vizsgaljak, igy fontos a vizsgalandd minta
frissessége, hiszen a tenyészet 6regedésével a fehérjék degradacidja ndvekszik, ami az
azonositas hatékonysagat csokkenti. Ugyanakkor a tdrzs szintli azonositds ndvekvd
tendenciat mutat, amit a torzsre jellemz6 markerek felderitésével végeznek (Croxatto,
Prod’hom és mtsa. 2012). Azzal a céllal, hogy az altalunk kidolgozott eMLST mddszer
megbizhatosagat alatdmasszuk, 61 P. acnes torzson MALDI-TOF MS analizist vegeztink
(Fuggelek 1. tablazat). MALDI-TOF MS Kisérleteink soran 13 izolatum genotipuséat
meghatdroztuk az altalunk kidolgozott eMLST modszerrel, igy az analizis soran, mint
referencia torzsek szerepelnek. Ebben a kisérletben a klinikai izolatumokat a szegedi
Klinikai Mikrobioldgiai Diagnosztikai Intézet biztositotta szamunkra. A 48 izolatum
tomegspektrum felvétele linearis, pozitiv ionmddban tortént. Az ismert genotipusd mintak
tomegspektrumbeli kilonbségeit gél-alapu analizissel kdvettik nyomon, ami alapul
szolgalt a klinikai izolatumok azonositasanak.

Az éltalunk hasznalt szoftver (MALDI Biotyper) a feltehetdleg azonositott fajokat
rangsorolja egy “log score” (LS) érték alapjan. Ez az érték tukrdzi az ismeretlen izolatum
spektrumainak az egyezését és az intenzitasat az adatbazisban 1évé spektrumokkal, amely
eredményeként a szoftver egy nulla és harom kozé esé LS értéket general. Altalanosan
elfogadott, hogy ha az LS érték 2 és 1.7 kozott van akkor a vizsgalt izolatum ugyanabba a
nemzetsegbe tartozik, de mas faj, mig a 2 feletti érték faj szintli azonositast jelent
(Lartigue, Hery-Arnaud és mtsa. 2009). Kisérleteink soran a generalt LS értékek kettd
felettiek voltak (atlag: 2,34), igy nagy biztonsaggal tudtuk elkiloniteni a P. acnes
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izolatumokat méas Propionibacterium fajoktol. Gél alapu analizis sordn a referencia

torzsekben jol lathatdan korvonalazodtak a tomegspektrumbeli killénbsegek (20. &bra).

A
125
11 J III tipus
| Asnl2
| ATCC 11828 1I tipus
6609
l : IB tipus
PRP-38
_ 'P.acn 33 IA tipus
PRP-60
6600 7000
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B
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]
| |
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V
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20. abra. A referencia P. acnes izolatumok gél-alapu tomegspektrum felvétele. A: az
azonositas alapjaul szolgalé tomegspektrum kilonbségek az adott izolatumokban. Az I-es
filogenetiaki csoportba tartoz6 6sszes izolatumnal megtalalhaté a 7004Da m/z (m: témeg; z: t6ltés)
régioban 1évé spektrum. Azonban a 6900-7300 Da-os régionak a vizsgalata nem elegendd az 1A
tipusokon beldli és az IB/IC tipusok azonositasara. B: 9950 Da régioban a PRP-38-as az eMLST
alapjan IC tipusnak azonositott mintaban egy tovabbi spektrum lathatd, ami igy segitségiil szolgal
az IC izoldtumok azonositasa soran.

A felvételek alapjan meg lehet kilénboztetni az I-es filogenetikai csoporton beldl
az 1A és IB tipust, azonban az 1A csoporton belll az 1A; és 1A, kdzott nem tud kilonbséget
tenni. Tovabba az IB tipus spektruméahoz nagyon hasonl6 IC tipust csak egy tavolabb 1évo
régioban detektalhatd cstics alapjan lehet azonositani. A kovetkezd két filogenetikai
csoport nevezetesen a ll-es és a lll-as ellenben nagy biztonsédggal beazonosithatd (9.
tablazat). Ily modon a 48 klinikai izolatum kdzil 19 bizonyult 1A tipusnak, 21 izolatum 1B

tipusnak és 8 minta ll-es tipusnak a tomegspektrometriai analizis soran. A Kisérleteink
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alkalmaval az izolatumok filogenetikai csoportba sorolasahoz 24 6ras preparatumokat
készitettlink. A tovabbiakban megvizsgaltuk a tenyésztési id6 hatasat a csoportba sorolasra.
Osszehasonlitva a 48 Oras preparatumokkal a tomegspektrumok felvétele soran az LS érték
kis mértékben csokkent (atlag: 2,276) azonban az azonositdshoz sziikséges {6 spektrumok
nem valtoztak. Osszességében elmondhatd, hogy a MALDI-TOF MS médszer felbontasa
kevésbé érzékeny, a o filogenetikai csoportokba vald besoroldsra azonban alkalmas.
Ennek ellenére nem kapunk pontos képet a nagyobb filogenetikai csoportokba besorolt

izolatumokrol, ellentétben az altalunk kifejlesztett eMLST mddszerhez.

P. acnes referencia . Jellemzo eMLST filotipus Tdrpegspektru,m,

izolatumok tormegspektrum alapu csoportositas
PRP-60 7034,7180 1Al 1A
P. acn33 7034,7180 A2 1A
P.acnl7 7034,7180 A2 1A
P.acn3l 7034,7180 1A2 1A
6609 7004,7180 IB IB
PRP-38 7004,7180,9950 IC IC
ATCC11828 6985,7525 I I
76618 6985,7525 I I
12S 7004,7238 Il i
Asnl2 7004,7238 Il Il
VA2/5 7004,7238 " "
Asn10 7004,7238 " "

9. tablazat. A referencia P. acnes izolatumok tomegspektrumai és ez alapjan a filogenetikai
csoportok meghatarozésa.
4.6 Klinikai mintak tipizalasa

A Kklinikai mintagyiijtés soran az aknés betegek arcardl jelenleg tobbnyire torléssel
gyljtik a mintakat, majd ebbdl szemi-szelektiv taptalajon kertl kitenyésztésre a P. acnes.
Koénnyen belathato, hogy ily modon ebbe a tenyésztésbe az opportunista patogéneken at a
normél flora tagjai, vagyis a kommenzalistak is bekeriilhetnek. Ez viszont azzal a
veszéllyel fenyeget, hogy egy-egy artalmatlan torzset patogénnek tipizélnak. Annak
érdekében, hogy a potencidlisan patogén torzseket pontosan elkulonitsik, és a
késdbbiekben ezek molekularis jellemzésével gydgyszercélpontokat azonositsunk, a
klinikai mintavételezést is finomitottuk. A nantesi Borklinika borgyogyaszai ezért
immaron specifikusan az egyes aknés betegek papulldibdl, pusztulaibél, komed6jaibdl,

valamint proximalis egészséges borfeliiletrdl gyujtotték szamunkra a mintdkat. Ez a
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mintavételezés lehetGséget nyujtott szamunkra, hogy a P. acnes kolonizécidjanak

dinamikajét intra- és interperszondlis szinten is vizsgaljuk.

M /12 1/1/3 1/3/2 1/3/5 1/3/6

g———-—--
e R .

500 bp S— —

250 bp —

21. abra. Egyetlen beteg egy pusztulajabdl izolalt P. acnes tdrzsek multiplex PCR-el val6
tipizalasa. M: 50 bp marker

Ezt a mintavételezési stratégiat felhasznalva teszteltik azt a feltételezésiinket,
amely szerint egy adott follikulust azonos filogenetikai csoportba, s6t azonos e-szekvencia
tipusba (eST) tartozé térzs kolonizal. Amennyiben az adott mikrokérnyezetben a patogén
torzsek tulndvik a kommenzalistakat, acne vulgaris alakulhat ki. A betegekr6l szarmazo
mintdk multiplex PCR-es tipizalasa igazolta hipotézisinket (21. abra): az egyes betegek
kiilonb6z6 aknés teriileteir6l ugyan mas-mas eST-be tartozd P. acnes torzseket izolaltunk,
azonban az adott follikuluson belil ugyanabba az eST-be tartozd torzsek talalhatoak.
Néhany esetben ugyan a beteg teriiletekrdl izolalt torzsek kozott nemcsak a patogénnek
szamitd 1Ay, 1A, és IC tipusha tartozd torzseket izolaltunk, hanem elvétve IB tipusi
torzseket is, azonban ez nagy valosziniiséggel a kdrnyezo egészséges teriiletekrdl szarmazo
kommenzalista ,,szennyezddés”, amely a mintavételezéskor keriilhetett a mintdba (nem
mutatott adatok).

Kisérleti felallasunkban minden egyes follikulusbdl 5-8 térzset tenyésztettiink ki.
Habar a multiplex PCR-el torténd gyors tipizalassal egyértelmiien megallapitottuk az
izolatumok tipusat, az eMLST felhasznalasaval tovabb finomitottuk a felbontast. A
multiplex PCR-es eredményeink alapjan 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 allélkombinacidjat. Megallapitottuk, hogy
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az adott follikuluson belll az izolatumok ugyanabba a szekvencia tipusba tartoznak. Ezek
az eredmények egyértelmiien bizonyitjak, hogy egy-egy follikulust kizarélag egyetlen torzs
kolonizal. A 10. tablazat Gsszesiti 5 acne vulgarisban szenvedd beteg kezelési adatait,

valamint a kitenyészett P. acnes izolatumok tulajdonséagait.

K Ant!blotlkum, Aktudlis akne kezelés a mintavétel Izolalasi | 1zolalt| lzolalt
ezelés az elmult il b il )
1 évben pillanataban terulet | torzs ST
igen/nem | topikalis/szisztémas milyen miota
1 pusztula| 1A, | eST-2
nem szisztémas Isotretinoin 8 |comedo) 1A, | eST-2
honap |pusztula| 1A, | eST-22
normal IB eST-5
2 igen pusztula| 1A; | eST-3
szisztémas topikalis BPO héﬁa Ziz?d?a :21 221}1
(limeciclin) P |puszt L
normal 1B eST-5
3 papula | 1A; | eST-3
o . 3 papula | 1A; | eST-4
nem szisztémas Spironolacton honap | papula | 1A, | eST-4
normal IB eST-5
4 papula | 1A, |eST-22
o L 1 papula | 1A, | eST-2
nem szisztémas Isotretinoin honap | papula | 1A, | eST-2
normal IB eST-5
5 . papula | IC | eST-85
) |ge,n , - 2 comedo| IC |eST-70
Szisztémas topikalis BPO hé
(limeciclin) onap |pusztula| 1C | eST-85
normal IB eST-5

10. tablazat. Aknés betegek kezelési elozményei, valamint a kitenyészett P. acnes izolatumok
jellemzése. BPO: benzoil-peroxid.
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4.7 Triacilglicerol lipaz aktivitasanak vizsgalata
Vékonyréteg kromatografia

Az extracellularis lipazok (legféképpen triacilglicerol-hidrolaz) olyan hidrolitikus
enzimek melyek az olajat és a zsirokat hidrolizaljak két lépésben. El6szor szubsztitualt
gliceridek és zsirsavak keletkeznek, majd ezek teljes hidrolizisével glicerol és zsirsav jon
létre. Ezt a jelenseget kihasznalva vékonyréteg kromatografias (TLC) lipaz aktivitas mérést
végeztink el a kivalasztott izolatumokon.

Az alternativ zsirbontasi Gtra kényszeritve a baktériumok anyagcseréjét, a
kivalasztott izolatumokat olivaolajjal névesztettiik egyutt. Minden egyes 0j gél futtatasanal
meghatérozott koncentraci6ji olajsav analitikai standardot hasznaltunk 107%-107 —es
higitasban és igy a kapott kalibracios egyenes egyenletének a felhasznalasaval allapitottuk
meg a kiilonboz6 izolatumok enzimaktivitasat (Figgelék 3. abra). Az igy ndvesztett,
patogén IA; (PRP-60) és IA; (P.acnl7, P.acn 31 és P.acn33) filogenetikai csoportba tartozé
izolatumok, minden esetben elébb érték el az exponencialis fazist, 6sszehasonlitva a
kommenzalista IB (6609), Il-es (ATCC11828) és lll-as (12S) filogenetikai tipusu
izolatumokkal. A Kisérleteinkben a hidrolizis soran keletkezett olajsavat mértik szemben a

szubsztratként hasznalt triolein fogyasaval.
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22. abra. Triolein hidrolizise olajsavwva 3 (A) és 24 déra (B) elteltével. Az x tengelyen a
kivalasztott izolatumok lathatdak a tenyésztési koriilménnyel: + olivaolajjal indukélt névesztés, -
olivaolaj nélkili ndvesztés. A hidrolizis mértékét unit egységben fejeztik ki (U). A legkevesebb
fehérjetartalmd mintankhoz igazitva igy 1 unit az a mennyiség, ami 1 6ra alatt 350 pg/ml olajsavat
szabadit fel. Az izolatumok: 1A;; PRP-60; IA,: Pacn33, P.acnl7, P.acn31; IB: 6609; II:
ATCC11828; IlI: 12S voltak. A mintdk kozti szignifikans kilonbségek meghatarozasahoz a
Bonferroni és LSD (Least Significant Difference) teszteket hasznaltuk. Az egyes értékek kozti
kiilonbségeket szignifikansnak a p<0,05 teljesiilése esetén tekintettiik, n<6.
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A kiilonboz6 filogenetikai csoportba tartozé izolatumok hidrolizise izolatum
specifikus mintazatot mutat (Flggelék 2. tablazat). Az acne vulgarisbdl szarmazé 1A;
(PRP-60) izolatum nagy hidrolitikus aktivitassal rendelkezik attol fliggetlenil, hogy
indukélva volt olivaolajjal vagy sem (Uo: 25(az olivaolajjal indukalt mintak U egységei);
U: 28). Ezzel ellentétben az egészséges borrdl izolalt IB tipusu torzsnek (6609) van a
legkisebb aktivitasa (Uo: 5; U: 3). Ezek alapjan a magas alapaktivitassal rendelkez6
patogén torzsek jobban redukaljak a szébum zsirsavait, ezaltal szerepet jatszva a baktérium
virulencidjanak a novelésében. A kovetkez6 harom 1A, tipusba sorolt izolatum koézul a
P.acn33 mutatta a legkisebb aktivitast (Uo: 7; U: 3). Noha nem acne vulgaris-bol
szarmaznak az izolatumok, a tovabbi két torzs szamottevd hidrolitikus aktivitassal
rendelkezik. A P.acnl7 az 0sszes minta kozott a legnagyobb aktivitast mutatta: olivaolaj
hatdsara majd kétszeresére ndvekedett az aktivitasa (Uo: 50; U: 26). Az utolsé izolatum az
IA; csoportbdl (P.acn31), hasonldan az |A; izolatumhoz nagy alap aktivitassal rendelkezett,
azonban megallapithat6, hogy indukcid hatasara alig valtozott az aktivitasa (Uo: 22; U:
21). Tovabbi két f6 filogenetikai tipus izolatumai - nevezetesen az ATCC11828 (1) és a
12S (I11) - nem mutattak szamottevo kiilonbséget az aktivitasukban az inkubaciot kovetéen
(ATCC11828: Uo: 4,8; U: 4,6, 12S: Uo: 13; U: 10). A tébbi mintaval 6sszehasonlitva
aktivitasuk atlagosnak mondhat6, megerdsitve azt a hipotézist, miszerint kevéshé
virulensek.

A huszonnégy ora inkubacio elteltével a mintdk zsirsav hidrolizisének mintazata
alig valtozott. A patogénnek szamontartott PRP-60 (1A;) izolatum alapaktivitasa ismételten
magas, indukcié hatasara az aktivitasa nem valtozott szignifikansan. Az IA; izolatumok
kozil a P.acnl7-es minta aktivitasa ujbol kiemelkedden magas volt, az Gsszes izolatum
kozott a legmagasabb. Az IB csoportba tartozd egészséges borrdl szarmazd izolatum
(6609) indukcid nelkili mintaja mutatta a legkisebb aktivitast (U,:3; U:1) igy a statisztikai
analiziseink soran abszollt kontrollként hasznaltuk fel. Osszegezve elmondhatd, hogy a
patogen 1A; és IA, tipusu izoldtumok lipaz aktivitdsa magas, szemben a Il-es és a Ill-as
tipusba tartoz6 kommenzalista torzsekkel. Vélhetden a baktériumok hidrolitikus aktivitasa
hozzajarulhat a virulencidjuk noveléséhez azéltal, hogy sajat maganak allitja elé az

energiaforrast, igy novelve a tulélésének az esélyét.

55



Eredmények

4.8 PRP-38-as torzs mutagenezise

Ahhoz, hogy a baktérium virulencidjdnak kialakitdsdban részt vevd géneket
vizsgaljuk, nélkiilozhetetlen egy hatékony génkiiitési rendszer. Az elsé génkiiitést P.acnes-
ben inszerciés mutagenezissel hajtottdk végre. Szelekcids markerként az acne vulgaris
kezelésére is széleskorben elterjedt antibiotikumot, nevezetesen az eritromicint
valasztottak (Soérensen, Mak és mtsa. 2010). Azonban a klinikai izolatumok kdérében mar
2000-ben az eritromicin rezisztenica mértéke 55% volt, igy belathatd, hogy szelekcids
markerként az eritromicin hasznéalata nem tul szerencsés (Leyden JJ 2008). Ezért a
kovetkezé kisérletben varrasmentes, antibiotikum-rezisztenica geén inszercioja nelkili
mutagenezist valositottunk meg.

Az acne vulgaris kialakulasaban potencialis patogén faktor a faggyu taltermelddése.
A megtermelédott szébum gazdag lipidekben, igy az itt €16 baktériumok szamara kivalo
energiaforras. A vékonyreteg kromatogréafias kisérleteink soran mar bebizonyosodott, hogy
a feltételezhet6en patogén izoldtumoknak magasabb a hidrolitikus aktivitasa. Ennek okan a
mutagenezis kiserletinkhdz olyan izolatumot vélasztottunk, amit acne vulgaris-bél
izolaltak és magas alap hidrolitikus aktivitassal rendelkezik.

Egy DNS szakasz homolog rekombinacidval genomba valo beintegraltatasara és
Kilitésére két lehet6ség létezik: az egyszeres- és a kétszeres rekombinacioval torténd
rekombinaltatas. Els6 esetben a genom a teljes plazmidot fogja tartalmazni és ez esetben
elég egyetlen homolog szakasz jelenléte a plazmidon. A kétszeres rekombinacional ket
homoldg régiot kell tartalmaznia a plazmidnak és a kétszeres rekombinans csak a két
homoldg régio kozotti DNS szakaszt fogja tartalmazni. Az egyszeres rekombinanst
konnyebb eldallitani mivel csak egy rekombinaciés eseményre van szikség, viszont
fennall a lehetésége annak, hogy a plazmid kirekombinalodik a genombdl. Viszont ennek a
lehetésége az antibiotikum-rezisztenica gének alkalmazasaval kikiiszobolhetd. A kettds
rekombinacio esetén ugyan nehezebb eldallitani a konstrukciot, de a torzs joval stabilabb.
Kisérleteink soran a transzformald konstrukciénkat Ugy terveztilk meg, hogy csak a gén
elétti és mogotti homoldg régiokat tartalmazza, igy antibiotikum-rezisztencia gén
inszercioja nelkili génkiltest vegeztink el az altalunk kivalasztott PRP-38-as izolatumon.
A kivalasztott génlink a baktérium lipolitikus metabolizmusaban részt vevé gehA gen,

melynek delécidjat a 23. dbra foglalja 6ssze.
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23. dbra. A gehA gén deléciéja kettés homolég rekombinacioval. 1. A delécids kazetta
Osszeszerelése két PCR reakcidval. 2. Az igy eldallitott fragment ligélasa a megfelelé vektorba. 3.
Vektor transzformaldsa a kivalasztott izolatumba. 4. Az elsé homolog rekombinacio soran kapott
gének sorrendje. 5. A méasodik homolog rekombinacié bekovetkeztekor 1étrejovo génsorrend. A
plazmid rezisztencidjat elveszitve a populacié ~50%-a mutans.

Elséként a delécios kazettankat allitottuk 6ssze majd egy E.coli kompetens sejtbe
tarnszformaltuk. A szamos sikertelen elektroporacid utan végul protoplasztalassal sikertlt
bejuttatnunk az inszertet tartalmazo, kanamicin szelekcios markert hordoz6 plazmidunkat a
PRP-38-as izolatumunkba. Az egy hét utdn megjelend pozitiv klonok koziil egyet
kivalasztottunk és kanamicines, illetve kanamicin nélkili lemezeken replikakat
készitettlink. Legalabb tiz passzalas szukséges ahhoz, hogy a rekombinacids esemény
mindkét homolog szakasz erintésével végbemenjen. A replikalas utan a szelekcios markert
elveszité klonok feltehetéleg a mutans egyedek. A mutans populécié ~50% lesz az, amely
valéban mutans és a gén ki van Utve, a fennmaradé ~50% pedig ahol a gének sorrendje
megegyezik a vad tipuséval. A pozitiv klénjainkon a kiiitendd géniinktdl feljebb és lejjebb
tervezett primerparral ellenérz6 PCR-t hajtottunk végre, ami alapjan elmondhatd, hogy a
mutans torzsiink (PRP-38/D4) amplikonja 924bp-al kisebb, ami a gehA gén kiltését jelenti
(24. abra).
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PEP-38 PRP-38/D4 M

1000 bp

24. abra. A deletalt gént6l up- és downstream tervezett primerekkel torténé ellenérzé PCR
reakcié. 1. Vad tipusu torzs amplikonja (PRP-38). 2. Mutans torzs amplikonja (PRP-38/D4,
melyen lathat6 a 924 bp elvesztése. M.: 1000bp-os DNS marker.

Az igy eldallitott delécios mutansunk hidrolitikus aktivitasat TLC és fluorometris
Kisérletekben vizsgaltuk meg. A kromatografids analizisekben a kisérleti feléllas
megegyezett a 4.7-es pontban leirtakkal.

Unit
Unit

25. abra. A vad tipusi (PRP-38) és a mutans torzs (PRP-38/D4) hidrolizisének az
Osszehasolitasa TLC Kisérlettel. A: 3 6ras, B: 24 6ras inkubacids id6. Minden esetben a mutans
torzs aktivitasa legalabb a felére cstkkent 0sszehasolitva a vad tipussal. Az egyes értékek kozti
kiilonbségeket szignifikansnak a p<0,05 teljesiilése esetén tekintettiik. n<6.
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Osszehasonlitva a t6bbi izolatummal elmondhaté, hogy a PPR-38-as térzsnek az
alap hidrolitikus aktivitdsa magas, indukcié hatasara tovabb ndvekedett a 3 és 24 0Orés
inkubacio6 sorén. Ezzel szemben a mutans torzs alig mutatott aktivitast indukcié nélkil és
indukcio hatdsara egyarant. A tovabbiakban, hogy még pontosabb képet kapjunk a mutans
torzs aktivitasarol fluorometrias kiséerleteket vegeztink el. A pontos szubsztrat-specifikus
hidrolitikus aktivitasat a torzseknek 4-metilumbelliferil-oleat fluorogenikus szubsztrat
felhasznélasaval végeztik el (Flggelék 4. &bra).

15+ *

104

Unit

54

26. abra. A PRP-38/D4 mutans torzs hidrolitikus aktivitasa. Unit egységekben kifejezve a ket
torzs aktivitasa, p<0,05, n=3.

A Kisérleteink alapjan elmondhat6, hogy a mutans torzsiink lipaz aktivitasa egy
harmad részre csokkent, 6sszehasonlitva a vad tipussal. Az altalunk el6éallitott mutans torzs
alapvetd jelentdségili az acne vulgaris patomechanizmusanak megértéséhez. Tovabba az
altalunk kidolgozott mutagenezis stratégia felhasznalhatd olyan faktorok vizsgalatdhoz,
melyek szerepet jatszhatnak az acne vulgaris kialakitasaban.
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

Az emberi mikrobiota diverzitdsanak a torzs szintli feltérképezése és
tanulmanyozasa meghatarozo jelentdségli. Nagy valoszintiséggel nem egy faj, hanem
egyes torzsei jatszhatnak szerepet bizonyos fertézések kialakitasdban, mint pl. a
Staphylococcus aureus meticillin rezisztens torzse, vagy az E.coli O157-es torzse esetén is
(Tarr, Gordon és mtsa. 2005; Chambers és Deleo 2009). Boriinkon, szervezetiink els6
vedelmi vonalan nemcsak kommenzalista, hanem patogén formaban is eléfordulé P. acnes
egy Gram-pozitiv, coryneform, nem spoOrazo, anaerob, opportunista baktérium, amelyet
szamos korkép megjelenésével hoztak o6sszefliggésbe. Leggyakrabban az acne vulgaris
kialakitasaban jatszik szerepet, amely egy multifaktorialis eredetli betegség és a
pilosebaceous follikulusok kronikus gyulladésa jellemzi. Habar az acne patogenezise maig
nem pontosan ismert, a P. acnes-nek meghatarozé jelentdsége van a betegség
kialakitasaban (Webster 1995). Eppen ezért, annak a jelentésége, hogy gyorsan és
pontosan képesek legyiink besorolni az izolatumokat, egyre névekszik.

A gyogyaszatban széleskoriien alkalmazott antibiotikumok hatasa altalanossagban
veve is gyengulni latszik és igaz ez a P. acnes-el szemben is. Az antibiotikumok nemcsak
tulzott, de helytelen alkalmazésa soran egyre tobb antibiotikum rezisztens térzs jelenik
meg. Szamos tanulmany taglalja, hogy a patogén baktériumok szaporodasat célzott
terapiaval képesek lehetiink meggatolni, ezzel parhuzamosan megérizve ¢és fenntartva a
boriinkdn €16 kommenzalista mikroflorat. Feltételezéseink szerint ez nagy valosziniiséggel
igaz lehet a P. acnes esetében is.

A Dbaktérium filogenetikai csoportositasara els6ként sejtfal cukor-0sszetétel
meghatéarozast és agglutinacios tesztet alkalmaztak, majd bakteriofag es fermentacios alapu
csoportositast hasznaltak (Kishishita, Ushijima és mtsa. 1979). Ezt kovetéen molekularis
PCR alapi moddszerekkel, mint az RFLP analizis (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) és a 16S rDNS amplifikaciojaval majd a szekvencigjanak
meghatérozasaval kulonitettek el a P.acnes izoldtumokat (Hykin, Tobal és mtsa. 1994).
Azonban a nagyfoku konzervaltsdg es a szekvencia rovidsége neheziti a torzsek kozotti
kilonbségek meghatarozasanak lehetoségét (Riedel, Wingfield és mtsa. 1998). A
részletesebb felbontas novelése érdekében Perry és munkatarsai elséként a ,klasszikus”
Propionibacterium-okra alkalmazott RAPD modszert, alkalmaztdk a borrél izolalt
bakterium esetében (Matte-Tailliez, Lepage és mtsa. 2002; Perry, Worthington és mtsa.

2003). A RAPD alkalmazésa soran egy rovid oligonukleotid (10 nukleotid) primer
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felhasznalasaval random DNS fragmentek amplifikacidja torténik. Az amplifikalt termékek
gélen vald futtatdsa révén a torzsekre jellemzé mintazat alapjan az izolatumok
elkiilonithetéek. = Munkank  megkezdésekor =~ RAPD  modszerrel  jellemeztiik
torzsgytjteményiinket. Kisérleteinkben elséként a telepmorfologia alapjan szelektaltuk az
izolatumainkat. A RAPD analizis soran, sajnos a mddszer hatranyabdl addddan teljes
bizonyossaggal nem tudtuk besorolni az izolatumainkat. A RAPD markerek alacsony
informéacié tartalma a DNS templadt mennyisége és a véletlenszeri parosodas
eredményeként a torzsekre jellemz6 amplikon mintdzat még két parhuzamos mintéban is
eltérhet. Mindezek tudataban kutatdcsoportunk 0j tipizalasi modszereket dolgozott ki.
Ahhoz, hogy a tipizdlasi moddszer egy adott mikroorganizmus analizisére
megfeleljen, tobb kritériumnak is teljestlnie kell. Belathato, hogy a legfontosabb kritérium
a madszer diszkriminativ értéke, azaz a felbontoképessége. Ez az érték mutatja meg, hogy
a vizsgalandd torzsek kozul mennyit tud elkiloniteni az alkalmazott modszer. Ha a
felbontoképessége tul nagy, akkor még az egy klénba tartozok is kilonbdzni fognak, mig
ha meglehetésen kicsi, akkor az egyértelmiien kiillonbdz6 izolatumok is egy csoportba
kerulhetnek. Mindezeket figyelembe véve a Belfasti Egyetem Immunologiai intézetevel
kdzosen egy olyan multiplex PCR (MPCR) alapu genotipizalasi modszert dolgoztunk Ki,
amely gyors, felbontoképessége nagyobb mint a RAPD modszeré és konnyen
reprodukélhatd. A MPCR-t elséként 1988-ban hasznaltdk, majd folyamatosan elterjedt a
nukleinsav alapu diagnosztikaban, mint pl. deléciok analizisében, mutaciok és
polimorfizmus vizsgalatokban és az RNS detektalasaban (Chamberlain, Gibbs és mtsa.
1988; Shuber, Skoletsky és mtsa. 1993; Zou, Stansfield és mtsa. 1998). Tovabbéa
alkalmazzak még fert6z0 betegségekbdl patogének azonositasara: virus-, bacterium- és
parazita szinteken is (Cassinotti és Siegl 1998; Coton és Coton 2005; Liu, Zhou és mtsa.
2012; Anderson, Werno és mtsa. 2013). Mig a legtébb tipizalasi modszer a torzsek kozti
hasonlosagon alapszik (pl.. RAPD, MALDI-TOF MS), addig az altalunk kidolgozott
MPCR a torzsek kozti kiillonbségeket célozza meg. A specifikus primerek tervezése soran
olyan régiokat valasztottunk ki, melyek csak az egyes filogenetikai torzsekre jellemzoek,
igy a 6 primerpar egy reakcioban torténd hasznalataval egyedi amplikon mintazat lathato.
Szem el6tt tartva az izolatumok tipizaldsaval kapcsolatos szempontokat (gyors,
reprodukalhat6 és elegendéen nagy felbontoképességii) modszeriinket kolonia PCR-ben is
teszteltik. A primerek pontos koncentréacidjanak a beallitdsa utan a térzsgylijteményiink, és

a folyamatosan érkez6 klinikai mintak genotipizalasa soran megallapitottuk, hogy a MPCR
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6 filogenetika csoportba képes sorolni az izolatumokat, ellentétben a RAPD-val, amely
csak 3 nagy filogenetikai csoportot kiilonbdztet meg.

Az 1998-ban kidolgozott MLST filogenetikai osztalyozas, egy olyan molekuléris
polimorfikus nukleotid szekvencidjanak az azonositasan alapszik (Maiden, Bygraves és
mtsa. 1998; Enright, Day és mtsa. 2000; Miragaia, Thomas és mtsa. 2007; Raftis, Salvetti
és mtsa. 2011). Az azonositott génszekvenciak kiilonboz6 allélokat hataroznak meg, igy
minden egyes allélkombinacid szekvencia tipusba sorolhato. Elséként 2010-ben
alkalmaztdk az MLST analizist P. acnes-re, melyben 9 haztartasi és 2 virulencia gént
hasznéltak fel (MLST9) (Lomholt és Kilian 2010). A 201 izolatumot 57 szekvencia tipusba
sorolték, és a populécid diverzitasanak a vizsgalatakor 8 csoportot azonositottak (Lomholt
és Kilian 2010). Belathato, hogy nagyszamu izolatumok rutinszeri tipizalasara 11 16kusz
vizsgalata nehezen Kivitelezhet6 és koltséges. Laboratoriumunk részt vett a 7 konzervalt
haztartasi gén részleges nukleotid szekvencia analizisén alapul6 MLST kidolgozasaban.
(McDowell, Gao és mtsa. 2011). A modszer sorén az aroE, atpD, gmk, guaA, lepA, recA és
sodA gének részleges szekvenciait amplifikaltuk, kapillaris elektroforézis szekvenalassal
meghataroztuk a pontos nukleotid sorrendet, majd az MLST adatbazisba torténd feltoltésiik
utan megallapitottuk a szekvencia tipusokat (http://pubmlst.org/pacnes/)(Meier, Boehler és
mtsa. 2012). A vizsgalt 123 izolatumot 37 kiilonbozé szekvencia tipusba tudtuk besorolni,
reprezentalva az akkor ismert négy filogenetiaki csoportot (1A, 1B, I, 111). Osszességében
megallapithato, hogy a 7 génes MLST filogenetikai analizisre kivaloan alkalmazhatd, és
egy stabil alapot biztosit tovabbi filogenetikai vizsgalatokhoz. Az MLST soran nyert
adatokbol, az izolatumok kozti filogenetikai kapcsolat feltérképezésére elséként az
UPGMA (Unweight Pair Group Method with Arithmetic Mean) agglomerativ modszert
alkalmaztak. Ez a moddszer egy altalanos attekintést ad az izoldtumok hierarchikus
elhelyezkedésérol, viszont az izolatumok leszarmazasarél nem kapunk pontos képet (Feil,
Li és mtsa. 2004). Az elészor Enterococcus fajokra alkalmazott MLSA (Multilocus-
sequence analysis) analizis soran, a tobblokuszos szekvencia analizis lehetévé teszi a
rekombinacios és mutacios események nyomon kovetését azonban a legkozkedveltebb az
allél profil analizis algoritmus, az eBURST (Naser, Thompson és mtsa. 2005). igy a
populacidé strukturajanak és diverzitasasank a meghatarozasara eBURST felvételeket
készitettiink, amellyekkel az izoldtumokat 2 klonalis komplexbe (CC6, CC19), és négy
csoportba soroltuk. Az eBURST populacio vizsgalata alapjan elmondhatd, hogy a klonalis

komplexek jol reprezentaljak az egyes betegségeket. Az IA tipusba tartozé izolatumok
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melyek 54%-a aknébol izolalt, mind a CC6 klonalis komplexbe térképez6dott, mig a I11-as
filogenetika csoportba tartozo torzsek, melyeket csipd protézisekbdl izolaltak, a CC19
klonalis komplexben helyezkednek el. Annak érdekében, hogy a filogenetikai osztalyozas
felbontasat noveljik, a teljes genomok adatait felhaszndlva tovabb finomitottuk a
modszerunket, és kidolgoztuk az eMLST (expanded MLST) analizist. Ennek soran a recA
16kuszt kivettiik és két, feltehetleg virulencia gént, nevezetesen a hemolizint kddolé tly-t,
és a CAMP faktor homoldg camp2-t pedig bevontuk az analizisbe. igy maximalizava a
diszkriminacios lehet6séget az aroE, atpD, gmk, guaA, lepA, sodA, tly és a camp2 gének
szekvencidjanak a  felhasznalasaval  hoztuk létre az eMLST  mddszert
(http://pubmlst.org/pacnes) ami 6 filogenetikai csoportra osztja az izolatumokat: 1A;, 1A,,
IB, IC, 11, és III. Az eMLST tipizalasi modszer lehet6vé tette szamunkra, hogy az eST-k
alapjan végrehajtott filogenetikai analizis segitségével az aknés és egészséges borrél
szarmazd izolatumokat klonalis komplexekbe soroljuk. Az eBURST alapjan 285 izolatum
felhasznalasaval 91 kiilonb6zé eST-t azonositottunk, melyeket 8 klonalis komplexbe
soroltunk. Megallapitottuk, hogy az aknés izolatumok - f6ként TA; tipus - a CC1, a CC3 és
a CC4 klonalis komplexekbe tartoznak, mig az egészséges bor izolatumai - az IB tipus - a
CC5, Il-es tipus a CC72 és a lll-as tipus a CC77 klonalis komplexek tagjai. A human
mikrobiom projekt keretében szamos P. acnes tdrzset izolaltak, mar melyek genotipizalasa
folyamatosan zajlik (Fitz-Gibbon, Tomida és mtsa. 2013) (http.:// hmpdacc.org). Ennek a
projektenek a keretében azonositott P. acnes izolatumokat felhasznalva vetettiik 6ssze az
eMLST-t az MLST9 analizissel (Lomholt és Kilian 2010; Kilian, Scholz és mtsa. 2012).
Megallapithato, hogy az eMLST 33 szekvencia tipust és 7 klonalis komplexet kilonit el,
szemben a 22 szekvencia tipussal és 6 klonalis komplex-el. Osszegezve elmondhatd tehat,
hogy az eMLST felbontoképessége nagyobb, szemben a MLST9 mddszerrel, tovabba a
klonalis komplexekbe sorolt izolatumok jol reprezentaljak a kiilonb6zé betegségeket, igy
elkiilonithet6 a kommenzalista valamint a patogén P. acnes izolatum. Ez rendkivil fontos
nemcsak a mikriobiolégia diagnosztika szamara, hanem a gazda-patogén kdlcsénhatas
molekularis alapjainak a megismeréséhez is. Szamos tanulmany bizonyitotta mar, hogy
kiilonboz6 P. acnes izolatumok eltérd valaszt indukédlnak az immunrendszer sejtjeiben €s a
keratinocitdkban ((Pivarcsi, Nagy és mtsa. 2005; Akaza, Akamatsu és mtsa. 2009; Drott,
Alexeyev és mtsa. 2010; Grange, Weill és mtsa. 2010). A torzsek genom szintii
eltéréseinek kutatdsa 2004-t61, az elsé teljes genom lekozlésével egyre nagyobb teret nyert

(Bruggemann, Henne eés mtsa. 2004). Azonositottak olyan extracellularis és sejtfal-kotott

ey
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éppen a gazdasejthez torténé adhézioban. Ezek mellett pl. olyan gén szigeteket talaltak,
melyek nem riboszomalis peptid-szintetdzt kodolnak, hozzajarulva a baktérium
virulencigjanak a noveléséhez, tovabba olyan mobilis genetikai elemeket, amelyek
virulencia géneket kodolnak (Fitz-Gibbon, Tomida és mtsa. 2013; Tomida, Nguyen és
mtsa. 2013). Igy a tovéabbi P. acnes torzsek kozotti eltérések azonositasanak az érdekében
teljes genom szekvenaldsokat végeztiink. Az izolatumok képviselik az eddigi 6sszes ismert
f6 filogenetikai csoportot, igy a lehetséges patogéneket: az 1Ay, az 1A; és az IC csoportot,
és a feltehetbleg kommenzalista IB, II és III tipust. A megszekvenalt genomok
0sszehasonlitasanak vizsgalatakor, virulencia faktorokat, antibiotikum rezisztenciaért €s
morfologiai valtozasért felelés géneket determinaltunk. A Ill-as filogenetikai csoportba
tartozé izolatumok egy atipikus elongalodott fenotipust mutatnak. Feltételezéseink szerint
a GroEL chaperon fehérjében 1étrej6vé mutacio felelés a megnyult sejttipusért, mivel az E.
Coli GroEL chaperonjaban létrejétt mutacio is megnyult fenotipust eredményezett (Login,
Balmand és mtsa. 2011). Transzmisszids elektronmikroszkopos (Dekio, Rajendram és
mtsa. 2012) és az altalunk készitett pasztazé elektronmikroszkopos felvételek alapjan is jol
lathaté a kilonbség a torzsek kozott. Maig nem all rendelkezesre adat ezen sejtek DNS
tartalmarol és az elongalodott fenotipus hatterérdl. Kovetkezésképpen, hogy kideritsiik
valéban egy elongalédott sejtet detektaltunk, konfokalis mikorszkop felvételeket
készitettink. A felvételek alapjan elmondhato, hogy a baktérium kulttraban van hosszabb
megnyult egysejt tipus, tovabba olyan hosszu sejt, amit két rovidebb sejt alkot, igy lathato
fényben egy sejtnek tlinik. Tovabb vizsgalva a jelenséget a sejtek DNS tartalmat
tanulmanyoztuk FACS modszerrel. A sejtek mérete alapjan torténd elvalasztidsa utan a
DNS festék intenzitasabdl kovetkeztettiink a sejtek DNS tartalmara (Darzynkiewicz és
Huang 2001). A sejtkultdra vizsgalatakor két elhatarolédd populacié volt lathat6. A DNS
festék intenzitdsdnak az analizise alapjan elmondhatd, hogy a nagyobb sejtméret
tartomanyban elhelyezked6 sejtek DNS tartalma alig valtozik 6sszehasonlitva a kisebb
tartomanyban elhelyezkedd sejtekkel, igy azok egy megnyult sejtnek tekinthetdek.

Az 1980-as években jelent meg els6ként a MALDI-TOF-alapi biomolekulak
meghatarozasa azonban csak az elmult években keriilt el6térbe a mikroorganizmusok
azonositasara valo hasznélata. Nagy el6nye, hogy viszonylag kevés mikrobialis biomassza
elegendd az analizishez (10%-10%) igy az inokulalas utan mér par 6raval vizsgéalhat6 a
minta. Ez aldl kivételt jelent pl. vizeletminta patogén baktériumainak az azonositésa, ahol
direkt analizisre is van lehet6ség (Ferreira, Sdnchez-Juanes és mtsa. 2011). Ellenben fontos

a minta frissessége, ugyanis a riboszémalis fehérjek tomegspektrumat analizaljak, igy a
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tenyészet Oregedésével egyenes aranyban a fehérjék degradalodnak, igy a faj
azonositasanak a hatékonysaga csokken (Wieser, Schneider és mtsa. 2012). A
mikrobioldgiai diagnosztikaban a MALDI-TOF jelentésége egyre ndvekszik, ugyanis mara
mar Kiszoritotta a klasszikus biokémiai alapu fajszintii tipizalast. Ugyanakkor pl. E. coli
vagy Streptococcus pneumonie esetében, ahol a 16S rDNS nem kilénbozik eléggé, a
csoportok kozétt a MALDI-TOF nem tud kilonbséget tenni, igy a klasszikus modszerek,
esetiikben még elengedhetetlenek (biokémiai teszt, antigén detektalas) (Wieser, Schneider
és mtsa. 2012). A fajszintli azonositason feliil egyre nagyobb a torekves az izolatumok
végeznek (Croxatto, Prod’hom és mtsa. 2012). Szamos patogén baktérium szerotipusainak
és torzsszintli elkiilonitéseire hasznaltdk mar, mint pl. az élelmiszer-eredetii patogén
Salmonella enterica, a tularémiat okoz6 Francisella tularensis, vagy az
agyhartyagyulladast okozd Streptococcus agalactiae esetében (Dieckmann és Malorny
2011; Lanotte és mtsa. 2013). Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk az altalunk
kidolgozott eMLST mddszer pontossagardl, és tovabbi informéacidt kapjunk a P. acnes
interperszonalis kolonizaciojarol, MALDI-TOF MS analizist vegeztink el 61 P. acnes
torzson. Az eMLST modszerrel eldszor 13 izolatum genotipusat meghataroztuk, igy a
MALDI-TOF kisérleteinkben, mint referencia torzsek szerepelnek. A klinikai izolatumok
gél-alapu vizsgélata alapjan el tudtuk kiloniteni a f6 filogenetikai tipusokat (IA, 1B, IC, II,
I11) amelyekkel kapcsolatban a f6 spektrumokra a tenyésztési id6 (24 6ra, 48 6ra) nem volt
hatassal. Osszességében elmondhato, hogy a felbontoképessége gyengébb a MPCR-nél és
az eMLST-nél, viszont jobb a RAPD maodszernél.

A klinikai izolatumok gytijtése sordn egy ugynevezett torlést végeznek, majd egy
szemi-szelektiv taptalajon torténik a P. acnes tenyesztése (Miura, Ishige és mtsa. 2010). A
mintagyljtési modszert mint kritikus tényez6t és az adatok értelmezése soran
mindenképpen figyelmbe kell venni, hogy hogyan tortént. A torlés soran egy atfogd képet
kapunk a bor felszinén és a stratum corneumban elhelyezkedd mikroorganizmusokrol.
Tovabbi hasznalatban 1év6 modszer a biopszia, amely sordn mélyen a follikulusban
talalhatd mikrorganizmusokat vizsgaljak. Ennél a modszernél viszont figyelembe kell
venni a vizsgalando terulet follikulus denzitasat, ugyanis ez testszerte valtozo. A biopszia
mintak felhasznalasaval a P. acnes azonositdsanak és lokalizaciojanak a vizsgalata
bakteridlis DNS festessel, specifikus monoklonalis antitesttel, vagy FISH (fluorescence in
situ hybridization) modszerrel tanulmanyozhatdo (Amann és Fuchs 2008; Poppert, Riecker

és mtsa. 2010). Azonban molekularis azonositadsi mddszereket felhasznalva kimutattak,
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hogy lényegében a mikrobialis populaciok 0Osszetétele nem mutat eltérést a két
mintavételezési eljaras kozott (Grice, Kong és mtsa. 2008). Annak érdekében, hogy
kikliszoboljuk az artalmatlan mikrobdk patogénként torténé beazonositasat, a
mintavételezésen finomitottunk. A Nantesi Borklinika bérgydgyaszaival egytittmiikodve
aknés betegek kiillonbozd borfeliileteirdl gytijtottek izolatumokat a szamunkra. Ezzel a
mintavételezési eljarassal kozelebb juthatunk a P. acnes kolonizéacios dinamikajanak
megismeréséhez, mind intra- mind interperszonalasi szinten is. A hipotézisiinket mely
szerint, egy adott follikulust azonos filogenetikai csoportba, ezen felul azonos e-szekvencia
tipusba tartoz6 torzs kolonizdl MPCR és eMLST mddszerekkel vizsgalva bizonyitottuk.
Az azonositott izolatumok tobbsége a patogennek szamito 1A, 1A, és IC tipusba tartoztak,
azonban néhany esetben el6fordult IB tipus is, ezek nagy valdszinliséggel az egészséges
teriiletekrél szarmazo “szennyezdédések™.

A P. acnes opportunista patogén, természete végett elengedhetetlen, hogy olyan
talélési stratégiakat fejlesszen ki, amelyekkel a megvaltozott kdrnyezethez adaptalodni tud,
és képes a sajat életterét novelni (Finlay és McFadden 2006). Elsédleges virulencia
faktornak tekintjik a szekretalt enzimeit, melyek a gazdasejtet és annak tartalmat képesek
degradalni. Ilyen szekretalt enzimek pl. a lipazok, a protedzok és a hialuronidazok
(Hoeffler 1977). A P. acnes specifikus extracelluléris lipdz a GehA (glicerol-észter
hidrolaz A, PPA2105) egy olyan enzim, ami a szébum trigliceridjeit hidrolizalja szabad
zsirsavakra és glicerolra (Miskin, Farrell és mtsa. 1997) amit a bakterium tovabbi
energiaforrasként hasznosit. A felszabadulo zsirsavak irritaldo hatastak, elésegitik a
sejtadhézidt és a follikulus kolonizacigjat (Gribbon, Cunliffe és mtsa. 1993; Stehr,
Kretschmar és mtsa. 2003; Falcocchio, Ruiz és mtsa. 2006). A szébum taltermel6dése
sorén a baktérium szdméra egy kedvez6 mikrokornyezet jon létre, igy elésegitve a patogén
bakterium kolonizacidjat, ezaltal ndvelve az esélyt az acne vulgaris kialakulasahoz. Annak
érdekében, hogy Kkideritsiik a kiilonb6z6 baktériumok szébum hidrolizisiében betoltott
szerepét, lipaz aktivitas vizsgalatokat vegeztiink, vékonyréteg kromatografids modszerrel.
Az eredmények jol tlikrozik, hogy a rendszerhez adott olivaolaj - megvaltozott
mikrokdrnyezetet létrehozva - a kiilonb6z6 torzsekre eltéré hatast gyakorolt. Az olivaolaj
gazdag olajsavban, ami leginkabb meghataroz6 a human szébumban. In vitro kisérletekben
kimutattdk, hogy az olajsavnak nincs potencialis baktericid hatdsa a P. acnes-re.
(Nakatsuji, Kao és mtsa. 2010). Osszességében elmondhatd, hogy a feltehetden patogén
torzsek lipaz aktivitdsa minden esetben magasabb volt, Osszevetve a vélhetden

kommenzalista torzsekével ramutatva, hogy a megndvekedett triglicerid hidrolizis
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képesség 0Osszefiigg a baktérium patogenitasaval, és ndvelheti annak a virulenciajat.
Eredményeink alatimasztjak, hogy a borrél izolalt, kiilonboz6 P. acnes biotipusok koziil az
egykor harmas biotipusként beazonositott torzsek rendelkeznek a legnagyobb lipaz
aktivitassal, ami megfelel az I-es filogenetikai tipusnak (Cunliffe, Strangfeld és mtsa.
1975; Higaki, Kitagawa és mtsa. 2000; McDowell, Valanne és mtsa. 2005). El5- és
formalinban el6lt P.acnes ndveli a szebociték lipogenezisét és a trigliceridek szintézisét.
Ezt igazolja, hogy az aknéban szenvedd betegek borérdl megnodvekedett mennyiségi
szabad zsirsavat izolaltak (Ito, Kitamura és mtsa. 1996; linuma, Sato és mtsa. 2009). Az
upreguldlodott szabad zsirsavak megnovelik az antimikorbialis peptid (hBD2)
expressziojat, ami hozzajarul a gazdasejt védelméhez. Azonban ezt a jelenséget csak kis
szénatomszamu (C12) zsirsav esetén tapasztaltdk (Nakatsuji, Kao és mtsa. 2009). Ahhoz,
hogy kideritsik a baktérium virulencidjdban a lipdznak mekkora szerepe van,
nélkilozhetetlen egy hatékony génkiditési rendszer. A genetikai manipulacié a baktérium
tulajdonsagaibdl adoddan nehéz feladat: magas GC tartalom, a restrikcios-mddosito
rendszer (restrition modification system), amely védelmet nyujt a baktérium szamara az
idegen DNS felvétele ellen, természetes plazmid hianya, ami megkdnnyitené a
transzformaciot és keves hatékony szelekcids marker Iétezik, ami alkalmazhat6 a genetikai
manipulécio soran (Bruggemann, 2012). Egyetlen elérhet6 P. acnes mutagenezis stratégiat
felhasznalva terveztik meg a rezisztencia gén inszerciéja nélkili genetikai manipulacio
stratégiankat a gehA lipaz kiutésére (Sorensen, Mak és mtsa. 2010). A modszer alapjaul
azok a target géntdl up- és downstream elhelyezkedd régidk szolgalnak amik adelécios
kazetta két elemét alkotva, lehetdévé teszik a kettés homolog rekombinaciot. Alapvetd,
hogy a két régié mérete ne kiilonbdzzon igy a rekombinacid valdszinlisége azonos lesz az
up- és downstream oldalakon. A kl6noz6 plazmid sejtbe juttatasa a fent emlitett okok miatt
rendkivil korilményes és a mar optimalizalt elektroporacié hatékonysaga is elég alacsony
(Cheong, Lee és mtsa. 2008). Eppen ezért vektorunkat protoplaszt képzéssel juttattuk be a
sejtbe, majd a pozitiv klont replikaztuk antibiotikumos és antibiotikum-mentes taptalajra
(Schafer, Tauch és mtsa. 1994). A replikélas utan az antibiotikum rezisztenciat elveszitd
klonon ellendérz6 PCR-t, és a lipaz aktivitdsanak a mérését vegeztik el. A Kisérlet alapjan
elmondhatd, hogy a mutans torzsink lipdz aktivitdsa harmad részére csokkent
Osszehasonlitva a vad tipussal. Az igy eldallitott mutans a tovabbi kisérleteinkhez
meghatarozo jelentdségli, mivel nélkuldzhetetlen bizonyitékot szolgéltathat ahhoz a

hipotézisiinkhdz, hogy az acne vulgaris kialakulasa soran a bakterialis kolonizacié nem egy
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masodlagos esemény és a kornyezeti feltételek (megnovekedett faggyuszekrécidé a

follikulusban) igen fontosak a patomechanizmus soran.
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6. OSSZEFOGLALO

Boriinkon, szervezetiink els6 védelmi vonalan nemcsak kommenzalista hanem
patogén formaban is el6forduld P. acnes egy Gram-pozitiv, korineform, nem sporéazo,
anaerob, opportunista baktérium, amelyet szdmos korkép megjelenésével hoztak
Osszefliggesbe. Leggyakrabban az acne vulgaris kialakitdsaban jatszik szerepet, amely
multifaktorialis eredetli betegség, és a pilosebaceous follikulusok krénikus gyulladasa
jellemzi. Elsdsorban a serdiilékortiak és fiatal felndttek korében elterjedt jellegzetesen a
sok faggyutermeld miriggyel rendelkez6 borfeliileteken, mint pl. az arc, nyak, mellkas, hat
vagy vall. A korkép patogenezise valamint a P. acnes pontos szerepe azonban még nem
teljesen ismert.

Munkéank sordn olyan modszereket - pl. touchdown multiplex PCR és eMLST -
dolgoztunk ki, amelyekkel a P. acnes kiilonb6z6 izolatumai gyorsan, hatékonyan és
megbizhatd modon azonosithatéak és osztalyozhatoak. Ekképpen nem csak a
mikrobiolégiai diagnosztika szamara, hanem az egyénre szabott terépianak a
kidolgozasahoz is nélkulozhetetlen segitséget nyujtanak.

Az eBURST eredményei és az eMLST tipizaldsi modszer lehetdvé tette szamunkra,
hogy az eST-k alapjan végrehajtott filogenetikai analizis segitségével az aknés és
egészséges borrdl szarmazod izolatumokat klonalis komplexekbe soroljuk. Megallapitottuk,
hogy az aknés izolatumok féként IA1 tipus CCl, CC3 és CC4 klonalis komplexekbe
tartoznak, mig az érintetlen bor izolatumai az IB tipus CC5, II-es tipus CC72 és Ill-as tipus
CCT77 klonalis komplexek tagjai.

A torzsek filogenetikai csoportokba és szekvencia tipusokba valé bontasa
segitségével tehat elkiilonithetéek a kommenzalista, valamint a patogén P. acnes
izolatumok, amelyek teljes genomszekvencidinak 6sszehasonlitasaval szamos kilonbséget
azonositottunk: ezek potencidlisan a morfologiai kulonbségekert, a patogenitasért, az
antibiotikum-rezisztenciaért, illetve a virulenciaért felelds faktorok.

A teljes genom szekvenaladsi adatokat felhasznalva a Ill-as filogenetikai tipus
atipikus fenotipusanak a genetikai hatterét megvizsgaltuk, és egy feltehetéen chaperon
fehérjében felfedezett mutacidt azonositottunk. Tovabb vizsgalva ezt a fenotipus valtozast
mikroszkopos és FACS felvételeket készitettiink, ami alapjan elmodhatd, hogy a megnyult
sejtek egy sejtnek tekinthetdek.

MALDI-TOF MS analizist végeztink el 61 Kklinikai P. acnes izoldtumon, amellyel
kozelebb juthatunk az egyént Kkolonizal6 patogén torzsek gyakorisdganak a
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megismeresehez. Tovabba, az analizis sordn nyert adatok segitséget nydjthatnak az
automatizalt mikrobiologiai diagnosztika szdmara.

Az altalunk kifejlesztett munkafolyamat - follikulus-specifikus mintavétel, majd a
Kitenyésztett torzsek multiplex PCR-es valamint eMLST-s jellemzése - immaron nagy
megbizhatosaggal allapitja meg az adott egyent kolonizalé P. acnes genotipusat, mellyel
informécidt kaphatunk a kolonizal6 térzs patogenitasarol.

Az acne vulgaris kialakuldsaban potencialis patogén faktor a faggyu taltermelddése.
A megtermel6dott szébum gazdag lipidekben igy az itt é16 baktériumok-, mint a P. acnes
szamara kivalo energiaforras. Reprezentalva az 6sszes filogenetikai csoportot, a torzsek
zsirsav hidrolizisét vékonyréteg kromatogréafias kiserletekkel vizsgaltuk. A kisérlet soran
bebizonyosodott, hogy a potencialisan patogén térzseknek nagyobb hidrolitikus aktivitasa
van, igy feltehet6leg szerepe van a baktrium virulencidjanak a novelésében.

Ahhoz, hogy a P. acnes-gazda patomechanizmusanak a molekularis folyamatait
jobban megismerjik, elengedhetetlen egy hatékony genetikai manipulacios rendszer.
Munkank soran megterveztiink egy antibiotikum rezisztencia gén inszercioja nelkili gén
mutans lipaz aktivitasat megvizsgalva elmondhato, hogy az akitvitasa két harmad reszre
csokkent dsszehasonlitva a vad tipusu torzzsel. Az altalunk kidolgozott stratégia a jovOben

felhasznalhatd potencidlis virulencia faktorok vizsgalatahoz.
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7. SUMMARY

P. acnes, a Gram-positive, coryneform, non-spore-forming, anaerobic,
opportunistic bacterium, that is present on our organism's first line of defence, the skin, not
only as a commensalist, but also as a pathogen, has been correlated with several clinical
pictures. Most often it plays a role in acne vulgaris, a multifactorial disease characterized
by the chronic inflammation of pilosebaceous follicles. It is primarily prevalent in
teenagers and young adults, typically on skin surfaces with many sebaceous glands, e. g.
on the face, neck, chest, back and shoulders. The pathogenesis of this clinical picture and
the exact role of P. acnes in it is not completely known yet.

In the course of this project we devised methods, e. g. touchdown multiplex PCR
and eMLST, that allowed us fast, efficient and reliable identification and classification of
various P. acnes isolates. Therefore these methods provide indispensable help not only for
microbiological diagnostics, but also for the design of personalized therapy.

Results derived from eBURST and the eMLST typing method allowed us to
classify isolates originating from healthy skin and diseased skin into clonal complexes,
using phylogenetic analysis based on eSTs. We determined that isolates from diseased skin
mainly belong to type 1A; CC1, CC3 and CC4 clonal complexes, while isolates from
healthy skin belong to type 1B CC5, type Il CC72 and type 111 CC77 clonal complexes.

The division of strains into phylogenetic groups and sequence types enables us to
distinguish between commensalistic and pathogenic P. acnes isolates. By comparing whole
genom sequences from these isolates, we identified many differences: these factors are
potentially responsible for morphological differences, pathogenicity, antibiotic resistance
and virulence.

Using data derived from whole genom sequencing, we examined the genetic
background of the atypical phenotype of phylogenetic type Ill, and we identified a
mutation, presumably in a chaperone protein. For further evaluation of this phenotypic
change, microscope and FACS images were taken, based on which it can be established
that the elongated cells are single cells.

A MALDI-TOF MS analysis was completed on 61 P. acnes clinical isolates, which
may bring us closer to revealing the prevalence of pathogenic strains colonizing an
individual.  Furthermore, data derived from the analysis could aid in automated
microbiological diagnostics.
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The workflow we designed - follicle-specific sampling, the characterization of
cultivated strains by multiplex PCR and eMLST - identifies the genotype of P. acnes
colonizing an individual with great certainty, which provides us with information about the
colonizing strain's pathogenicity.

A potential pathogenic factor in the development of acne wvulgaris is the
overproduction of sebum. The produced sebum is rich in lipids and fatty acids, serving as
an excellent energy source for bacteria such as P. acnes that inhabit the skin.
Representative of all of the phylogenetic groups, we investigated the hydrolysis of fatty
acids by these strains using thin layer chromatography. In the course of the experiment it
was proven that potentially pathogenic strains exhibit higher hydrolytic activity, so they
probably play a role in increasing the virulence of the bacterium.

In order to further explore the molecular background of the P. acnes-host
pathomechanism, an efficient system for genetic manipulation is essential. In the course of
this project, we designed a strategy for gene deletion mutagenesis without the insertion of
an antibiotic resistance gene, and applied this method for the deletion of the gehA gene.
After the evaluation of the lipase activity in the produced mutant, it can be established that
the activity has been reduced to two thirds compared to the activity of the wild type strain.
The strategy devised hereby could be used for the analysis of potential virulence factors in

the future.
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Flggelék

10. FUGGELEK

. P MALDI
Izolatum Régid Eredet eMLST TOF
Allél profil eST Filotipus Filotipus
55835 HU Cystitis 1-1-1-3-1-1-1-1 eST-1 1A1 1A
3632 HU Hemokultara 1-1-1-3-1-1-1-1 eST-1 1A1 1A
4579 HU Bor izolatum 1-1-1-3-1-1-1-1 eST-1 1A1 1A
12604 HU Pleuralis folyadék 1-1-1-3-1-1-1-1 eST-1 1AL 1A
16634 HU Acne 1-1-1-3-1-1-1-1 eST-1 1A1 1A
50460 HU Acne 1-1-1-3-1-1-1-1 eST-1 1A1 1A
63006 HU Sebhely arcrdl 1-1-1-3-1-1-1-1 eST-1 1A1 1A
19107 HU Miitét utan talyog 1-1-1-3-1-1-1-1 eST-1 1A1 1A
20550 HU Intraabdominalis izolatum 1-1-1-3-1-1-1-1 eST-1 1A1 1A
44064 HU Felszini sériilés 1-1-1-3-1-1-1-1 eST-1 1A1 1A
64745 HU Télyog 1-1-1-3-1-1-1-1 eST-1 1A1 1A
15614 HU Hemokultara 1-1-1-3-1-1-2-2 eST-3 1A1 1A
26048 HU Hemokultara 1-1-1-3-1-1-2-2 eST-3 1A1 1A
28585 HU Hemokultara 1-1-1-3-1-1-8-6 eST-4 1A1 1A
PRP-60 GB Acne 5-1-1-3-1-1-1-1 eST-20 1A1 1A
76793 HU Intraordlis izolatum 1-1-1-3-1-14-1-1 eST-101 1A1 1A
19695 HU Sérilés 1-15-1-3-1-1-1-1 eST-103 1A1 1A
44264 HU Hemokultara 21-1-1-3-1-1-1-6 eST-104 1A1 1A
44261 HU Hemokultura 21-1-1-3-1-1-1-6 eST-104 1A1 1A
56853 HU Sziv implantatum 1-1-1-3-1-1-1-6 eST-105 1A1 1A
P.acn33 FR Csarnokviz 1-1-1-5-1-4-8-2 eST-2 1A2 1A
P.acnl7 FR Szaruhértya izolatum 1-1-1-5-3-5-8-7 eST-22 1A2 1A
P.acn31 FR Csarnokviz 1-1-1-13-1-4-8-2 eST-36 1A2 1A
6609 HU Egészséges bor 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB 1B
89071 HU Felszini sériilés 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
96088 HU Bor izolatim 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
102778 HU Iziileti folyadék 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
1945 HU Pleuralis folyadék 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
4837 HU Sebészeti izolatum 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
10738 HU Arcrél szarmazé talyog 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
16703 HU Kézépfulgyulladas 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
20527 HU Hemokultara 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
14179 HU Hemokultara 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
23766 HU Sériilés arcon 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
24728 HU Sériilés 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
45808 HU Intrauterin eszkéz 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
51056 HU Intraordlis izolatum 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
58828 HU Kot6hartya valadék 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
57826 HU Kotbhartya valadék 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
61489 HU Vakbélgyulladas 1-1-1-4-1-4-8-6 eST-5 IB IB
80329 HU Télyog 1-1-1-4-1-4-8-31 eST-12 IB IB
74873 HU Hemokultara 1-1-1-4-1-4-8-21 eST-42 IB IB
67060 HU Felszini sériilés 1-1-1-4-1-4-8-21 eST-42 IB IB
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Flggelék

101320
24763
PRP-38
72995
44073
65763
65311
ATCC11828
76618
6187
12553
63848
46361
12S
Asnl12
Va2/5
Asnl3
Asnl10

HU
HU
GB
HU
HU
HU
HU
USA
HU
HU
HU
HU
HU
BR
GB
HU
GB
GB

Sebészeti izolatum
Intraabdominalis izolatum
Acne
Sebészeti izolatum
Hemokultara
Hemokultara
Hemokultara
Subcutén talyog
Hemokultara
Hemokultura
Hemokultara
Kotohartya valadék
Acne
Hypomelanosis
Csigolyakdzti porckorong
Egészséges bor
Csigolykdzti porckorong

Csip6protézis

1-1-1-4-1-4-8-34
1-1-1-4-1-4-26-6
9-1-4-8-6-8-14-14
15-4-2-4-2-3-10-10
15-4-2-4-2-3-10-10
15-4-2-4-2-3-10-10
17-9-2-4-2-3-10-10
17-4-2-4-9-12-10-13
17-4-2-4-2-6-10-12
17-4-2-4-2-6-10-12
15-4-2-4-2-3-24-10
20-4-2-4-2-6-10-12
15-4-2-19-2-3-10-10
7-6-3-7-5-9-12-15
7-6-3-7-5-9-13-16
7-6-3-7-5-9-13-16
7-6-3-11-5-9-13-16
7-6-3-7-7-5-9-12-16

eST-98
eST-99
eST-70
eST-7
eST-7
eST-7
eST-25
eST-27
eST-30
eST-30
eST-90
eST-100
eST-106
eST-32
eST-33
eST-33
eST-73
eST-81

1. tablazat. A MALDI-TOF MS analizis sorén hasznalt klinikai izolatumok adatai.
Régiok roviditése: USA: Ameriaki Egyesiilt Allamok, BR: BRazilia, FR: Franciaorszag,

HU: Magyarorszag, GB: Nagy Britannia.
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1. dbra. Aramlasos citometria felvétel a vad tipusi torzsrol.
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Fuggelék
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2. dbra. Aramlasos citometria felvétel a megnydlt fenotipust mutato torzsrél.
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3. dbra. A TLC analizis soran felhasznalt standard olajsav és a kisérlet soran

felhasznalt kalibral6 egyenes.
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Flggelék

. . 3 6ra 24 6ra s
MORY | gnoeeie | et Filotipus
- - 28.77 13.47
PRP-60 1AL
+ 25.84 15.81
- 2.88 1.51
P.acn33 1A2
+ 7.13 2.42
- 25.54 23.77
P.acnl7 1A2
+ 49.68 20.07
- 21.12 3.56
P.acn31 1A2
+ 22.37 6.45
- 3.16 1.36
6609 IB
+ 5.07 3.28
- 4.64 4.79
ATCC11828 1
+ 4.8 572
- 10 6
12S 111
+ 13.6 14.36

2. tablazat. Az izolatumok hidrolitikus aktivitasa. Az 6sszefoglalé tablazatban az
aktivitasok unitban kifejezett értékeinek az atlag lathatdak: 3 és 24 ora elteltével, ill. az
indukalas allapotaval.

100
90

y =5.322x + 6.471

Fluoreszcencia

0 5 10 15 20
4-MU (um/ml)

4. abra. A 4- MU- Oleét fluometrias kisérletek soran hasznalt kalibral6 egyenes.
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