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Przeprowadzono analize 66 szczepoéw Propionibacterium acnes. Szczepy
podzielono na typy biochemiczne i genetyczne; oceniano takze wystepowa-
nie B-hemolizy. Biochemiczny typ I sorbitolo-dodatni dominowal u 79%,
a hemolize typu P zaobserwowano u 36% badanych szczepow. Wszystkie
szczepy typu biochemicznego I reprezentowaly genotyp A. Typ II charak-
teryzowal si¢ wysoka zmiennoS$cia genotypowa obejmujac genotypy A, A’,
B i C. Uzyskane wyniki uzupelia wiedze o réznorodnosci biochemicznej
i genetycznej P. acnes.

Stowa kluczowe: Propionobacyerium acnes, trqdzik, typowanie biochemiczne, genotypo-
wanie

ABSTRACT

Introduction: Propionibacterium acnes is dominating group of resident bacteria in skin
biocenosis. These bacteria participate in autosterilisation of skin with the process of decom-
position of triglycerides into free fatty acids and by keeping the pH of skin on the level 5.5.
When the process goes out of control the excess of fatty acids in sebaceous glands leads to
necrosis and inflammation. Apart of the presence on the skin P. acnes also are present in
mucous membranes of intestinal tract, eyes, internal ears channels, and in upper respiratory
tracts. Traditionally they are regarded as anaerobes, but they tolerate oxygen atmosphere
and are resistant to phagocytosis, surviving even in macrophages. These bacteria produce
a number of enzymes and proinflammatory factors activating monocytes, stimulating mi-
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togenic activity of lymphocytes T. According to common opinion they are responsible for
disease acne vulgaris, but there are also researchers claiming their low pathogenicity. The
list of the P. acnes related diseases is not short, some of these diseases may be facilitated by
predisposing factors as surgery interventions, diagnostic, or cosmetic procedures. The aim
of the study was to compare standard biochemical analysis of P. acnes strains to genotypic
typing basing on the results from MP-PCR analyses. Relations of hemolysis activity to
biochemical types or genetic types were also analysed.

Methods: The analysis of 66 P. acnes strains isolated from skin lesions of patients with acne
vulgaris was performed. A collection of the strains was analysed biochemically according
to Pulverer, Sourek and Hoffler method modified by Kasprowicz, and typed genetically by
MP-PCR method. Relations of biochemical and genetic types to B-hemolysis of strains
were studied.

Results: Dominating biochemical type was type number I grouping 79% of all isolates, and
dominant genotype was A which was detected in 75% of all collected strains. f-hemolysis
was a feature present in 34% of strains, more frequently in type I (40%) than in type II
(12%). B-hemolysis was present only in A-genotype strains, but A-genotype by itself does
not determine that reaction: 53% of A-genotype strains does not exhibit B-hemolysis. All
type I strains represent A-genotype. Type II was genotypicaly differentiated: all genotypes
A, A’, B, and C were present.

Conclusions: The results obtained show genotypic heterogenity of P. acnes strains and rela-
tions to biochemical types. Hemolysis was detected independently to biotype or genotype
representation. The results confirm biochemical and genetic heterogenities of P. acnes, but
the observations also indicate necessity of further microbiological-molecular investigation
of that bacteria group using other molecular techniques to the study.

Key words: Propionibacterium acnes, acne, bacteria, biochemical typing, genotyping

WSTEP

Bakterie gatunku Propionibacterium acnes stanowig najliczniejsza grupg flory rezyden-
tnej w obrgbie biocenozy skory (2, 19). Biorg udzial w samojatowieniu skoéry przeprowa-
dzajac triglicerydy w wolne kwasy thuszczowe utrzymujac kwasowos$¢ skory na poziomie
pH 5,5, co hamuje rozwoj innych bakterii. W przypadkach niekontrolowania tej reakcji
powstaje nadmiar kwasow tluszczowych wewnatrz gruczotéw lojowych prowadzac do
nekrozy warstwy rozrodczej i stanu zapalnego. Poza skorg te Gram-dodatnie maczugowce
wystepuja w blonach $luzowych jamy ustnej, jelita grubego, spojowek, w kanatach ucha
wewnetrznego i w gornych drogach oddechowych (4, 16). Tradycyjnie bakterie P. acnes
postrzegane sg jako beztlenowce, ale toleruja atmosfer¢ tlenowa, wykazujac w takich
warunkach wydhuzony czas rozwoju (3, 10). Bakterie te sa oporne na fagocytoze, sg tez
w stanie przetrwac zyjac w makrofagach, dzigki kompleksowej budowie $ciany komorkowe;j
wzbogaconej o powierzchniowg warstwe fibrylarng (20).

Po skolonizowaniu uj$¢ gruczotéw tojowych bakterie P. acnes uwalniaja ré6zne enzymy
i zwiazki prozapalne o wlasciwosciach chemotaktycznych dla komorek zapalnych, mogace
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aktywowa¢ monocyty i wykazujace dziatanie mitogenne wobec limfocytow T (13). Po-
wszechnie przyjmuje si¢, ze bakterie P. acnes maja zwiazek z tradzikiem pospolitym, lecz
jednoczesnie dominuje poglad méwiacy o ich niskiej patogennosci.

Lista choroéb powigzanych z P. acnes obejmuje owrzodzenie rogdwki, pooperacyjne
zapalenie gatki ocznej, zapalenie rogowki, zapalenie blony naczyniowej oka, zapalenie
wsierdzia, sarkoidozg, alergiczne zapalenie pecherzykow ptucnych, zespét SAPHO, ropnie
okolozebowe, zapalenie zatok i ziarniniakowate zapalenie watroby zwigzane z przetokami
oraz zakazenia osrodkowego uktadu nerwowego. Podejrzewa si¢ zwiazek bakterii P. acnes
z przewleklym zapaleniem gruczotu krokowego oraz rakiem prostaty (1, 6, 7, 18). Infekcje
powodowane przez P. acnes sa zazwyczaj zwigzane z czynnikami predysponujacymi, jak
operacje chirurgiczne, niektore badania diagnostyczne, czy zabiegi kosmetyczne i inne (16).
W 2004 roku zsekwencjonowano genom gatunku P. acnes (5).

Przedstawiony projekt badawczy mial na celu poréwnanie klasycznego bio-
chemicznego podzialu szczepow gatunku P. acnes z podzialem genotypowym
przy zastosowaniu metody MP-PCR. Zbadano réwniez powiazania typu biochemicznego
tych bakterii z wystgpowaniem B-hemolizy.

MATERIAL I METODY

Badania objety 66 pacjentow w wieku od 13 do 49 lat (§rednia wieku=25,9), z czego
59% (n=39) stanowily kobiety, a 41% (n=27) me¢zczyzni. Zmiany tradzikowe byly zloka-
lizowane na skorze twarzy, plecéw, szyi, klatki piersiowej i na owlosionej skorze glowy.
Nasilenie procesu chorobowego oceniano na podstawie liczby zmian oraz ich powierzch-
ni, a takze w zalezno$ci od wystepowania towarzyszacego stanu zapalnego. Materiatl do
badan mikrobiologicznych pobierano bezposrednio ze zmian skornych i wysiewano na
poditoza z krwia, inkubowane w warunkach tlenowych oraz na podtoza typu Schaedler
Agar (Difco), zamykane szczelnie w woreczkach do hodowli w warunkach beztlenowych
systemu GENbag (bioMérieux) wraz z generatorem atmosfery beztlenowej GENbag anaer
(bioMérieux) absorbujacym tlen oraz paskiem wskaznikowym dla atmosfery beztlenowej
(bioM¢érieux). Zaopatrzony w ten sposob material umieszczano w cieplarce o temp. 35° C
na 7 dni. Wyhodowano 66 szczepoéw bakteryjnych, ktére poddano planowanym badaniom.

Wizualnie oceniano wystgpowanie zjawiska f-hemolizy na podtozach typu Schaed-
ler Agar z domieszka 5% krwinek baranich (bioMérieux). Szczepy klasyfikowano jako
hemolizujace, jezeli dookota kolonii wystepowata wyrazna strefa przejasnienia podtoza.
Identyfikacji dokonywano wykorzystujac reakcje metaboliczne przy uzyciu testu API
20A (bioMérieux) . Wyniki reakcji odczytywano po inkubacji w cieplarce w temp. 35° C
przez 3 dni zgodnie z procedura zalecang przez producenta zestawu diagnostycznego. Na
podstawie odczytanych wartosci bakterie identyfikowano korzystajac z oprogramowania
komputerowego miniAPI (bioMérieux). Obserwujac reakcje wytwarzania indolu, rozktadu
zelatyny, hydrolizy eskuliny oraz fermentacji sacharozy i sorbitolu, badane szczepy zaklasy-
fikowano do typu I badz IT, wedtug schematu Pulverera, Soureka i Hofflera w modyfikacji
Kasprowicza (11).

Do analizy genetycznej uzywano genomowego DNA uzyskanego z 66 szczepdw
P acnes przy uzyciu zestawu Genomic Mini AX Bacteria (A&A Biotechnology) wedtug
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zmodyfikowanej procedury. Kolonie bakteryjne zeskrobywano z podtozy typu Schaedler
Agar (Difco) i zawieszano w 50 pl jalowej wody. Zawiesiny bakterii trzykrotnie zamrazano
do temp. -20°C i ponownie rozmrazano, a nast¢pnie dodawano do nich 100 pl buforu BS
do zawieszania bakterii oraz lizozym w st¢zeniu 1mg/ml, po czym inkubowano w temp.
37° C przez 1 godzing. Do probdéwek dodawano 900 pl zawiesiny lizujacej LS oraz 20 pl
roztworu proteazy i inkubowano w temp. 37° C przez 2 godziny, a nastepnie w temp. 75° C
przez 5 min. Tak przygotowane probki intensywnie mieszano oraz wirowano (5 min, 12000
rpm, wiréwka typu Sigma 1-15).

Plyn znad osadu przenoszono na kolumienki do izolacji genomowego DNA i wirowano
(1 min, 12000 rpm, Sigma 1-15). Do kolumienek dodawano 500 pl roztworu ptuczacego
Al i ponownie wirowano (1 min, 12000 rpm, Sigma 1-15). Kolumienki przenoszono do
nowych probdwek, a nastepnie dodawano do nich 400 pl roztworu pluczacego Al i wirowano
(2 min, 12000 rpm, Sigma 1-15). Osuszone kolumienki umieszczano w nowych probow-
kach i zawieszano w 100 pl buforu TE (temp. 75° C). Oczyszczony DNA przechowywano
w temperaturze 4° C.

W celu przeprowadzenia reakcji trawienia restrykcyjnego przygotowano mieszaning
reakcyjng (10% 10 x buforu R do trawienia, 1% endonukleazy EcoRI [20 U/ml], 89% geno-
mowego DNA). Adaptor otrzymano w reakcji hybrydyzacji odpowiednio zaprojektowanych
oligonukleotydéw pomocniczych PowieTm (5 CTCACTCTCACCAACAACGTCGAC 3’)
iligowano helpEcoRI (5 AATTGTCGACGTTGG 3’). Do mieszanin po trawieniu restryk-
cyjnym dodawano mieszaning ligacyjng (bufor do ligacji 10 x, sporzadzony adaptor, DNA
ligaza faga T4 [5 U/ul]). Reakcje ligacji prowadzono przez 60 min w temperaturze pokojowe;.
Przed przeprowadzeniem wtasciwej reakcji PCR sporzadzano gradient temperaturowy w celu
wybrania optymalnej temperatury. Przygotowano mieszaning reakcyjna: 59% wody destylo-
wanej, 10% buforu Shark do reakcji PCR 10 x, 10% dNTPs (8 mM), 10% MgCl, (20 mM), 1%
startera MP EcoRI (100 mM), 2% polimerazy Shark [1 U/pl] oraz 8% produktu reakc;ji ligacji.
Reakcje MP-PCR przeprowadzono zgodnie z profilem temperaturowo czasowym przedsta-
wionym w Tabeli I. Przeprowadzano elektroforez¢ produktow reakcji MP-PCR w 6% zelu
poliakrylamidowym w aparacie Hoeffera (GE Healthcare) w buforze 1 x TBE. Do przepro-
wadzenia wlasciwej reakcji PCR przygotowywano mieszaning reakcyjng stosujac identyczne
odczynniki oraz proporcje, jak w reakcji sporzadzenia gradientu temperaturowego. Reakcje
PCR przeprowadzono zgodnie z profilem temperaturowo-czasowym: denaturacja wstgpna

Tabela I.  Profil czasowo temperaturowy reakcji MP-PCR.

Temperatura [° C] Czas [s] | Etap Liczba cykli
72 120 | Denaturacja wstgpna
72 . 300 | Wypetnianie koncow Pre-PCR
Gradient: 88,0; 88.,4; 88,7; 82,9; 89,8; 90 Denaturacia
90,3; 90,9; 91.,4; 91,8;92,3 J
Gradient: 88,0; 88.4; 88,7; 89,2; 89,8; 60 Denaturacia
90,3; 90,9; 91,4; 91,8; 92,3 J 25 evkli
Przylaczanie starterow Y
72 135 . .
i wydluzanie
72 300 | Wydtuzanie koncowe
4 0 Chtodzenie
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(72° C, 120 s), wypetnianie koncow (72° C, 300 s), denaturacja (90° C, 90 s), 25 cykli- dena-
turacji (90° C, 60 s) i wydtuzania (72° C, 135 s), wydhluzanie koncowe (72° C, 300 s) i chto-
dzenie. Przeprowadzono obserwacje produktéw reakcji PCR po rozdziale elektroforetycznym
w warunkach jak powyzsze.

WYNIKI

Wyizolowano 66 szczepdw gatunku P. acnes, z czego wigkszos¢ 77% (n=51) pochodzita
ze zmian na twarzy. Ze zmian zlokalizowanych w obrebie skory plecow wyizolowano 17%
szczepow, a 8% ze zmian o innej lokalizacji. Przewazajaca liczba szczepéw pochodzita od
pacjentow, u ktorych nasilenie zmian tradzikowych okreslono jako cigzkie (55%) i tagodne
(45%). Szczepy P. acnes wykazywaly mikroskopowo jednorodny obraz, byty Gram-dodatnie,
a pod wzgledem ksztattu zaliczono je do maczugowcow. Uktad komoérek wzgledem siebie
byl podobny do litery ,,V”.

Uzyskane izolaty zidentyfikowano jako szczepy gatunku P. acnes stosujac testy API
20A (bioM¢érieux). Wykorzystujac reakcje biochemiczne dokonano klasyfikacji szczepoéw na
biochemiczne typy 11 II. Wyr6zniono 52 szczepy typu I (79%) 1 14 szczepow typu I (21%),
(Tabela ITA). Na podtozu zawierajacym 5% krwinek baranich hemolize typu B wykazywaty
24 szczepy (36%), (Tabela IIB). Wsrod 24 szczepow, u ktorych zaobserwowano aktywnosc¢
hemolityczna, 22 szczepy nalezaty do typu L. Sposrod wszystkich przedstawicieli typu I (52
szczepy), hemoliz¢ powodowaty 22 szczepy, natomiast w obrebie typu II (14 szczepdw),
hemolize powodowaly 2 szczepy.

Wszystkie szczepy w liczbie 66 poddano analizie genetycznej. Dzigki zastosowanej pro-
cedurze izolacji uzyskiwano genomowy DNA w st¢zeniu 2-8 ng/pl. Sporzadzono gradienty
temperaturowe; jako optymalna temperature denaturacji dla r6znicowania szczepdw P. acnes
wybrano 90° C. Na podstawie przeprowadzonej reakcji MP-PCR sposrod wszystkich 66
badanych szczepow wyrdzniono 3 genotypy - A, B, C oraz podgenotyp A’, (Tabela IIC). Jak

Tabela II. Analiza poszczegolnych cech szczepdw izolowanych ze zmian tradzikowych.
A) W obrebie biotypow 11 I1.

Biotyp Liczba szczepow (%)
I 52 (79%)
II 14 (21%)

B) W obrgbie szczepoéw hemolizujacych i niehemolizujacych.

Hemoliza Liczba szczepow (%)
Pozytywna 24 (36%)
Negatywna 42 (64%)

C) W obrgbie poszczegdlnych genotypow.

Genotyp Liczba szczepow (%)
A 51 (77%)

A 8 (12%)

B 6 (9%)

C 1 (2%)
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przedstawiono w tabeli IIC najliczniej reprezentowany byt genotyp A, nalezato do niego
51 badanych szczepow (77%). Podgenotyp A’ roznit si¢ genotypu A jednym prazkiem i byt
reprezentowany przez § szczepow (12%). Genotyp B obejmowal 6 szczepow (9%), a ge-
notyp C byl reprezentowany przez 1 szczep (2%). Wszystkie szczepy wykazujace hemolize
nalezaty do genotypow A i A’. Jednorodne genotypowo byly szczepy zakwalifikowane na
podstawie testoéw biochemicznych do typu I - wszystkie miaty genotyp A badz podgenotyp
A’, niemniej jednak genotypy A 1A’ nie byly ograniczone wyltacznie do biotypu I. Jak przed-
stawiono w tabeli I1L, typ II obejmowal wszystkie wyrdznione genotypy: genotyp A stanowit
9%, natomiast genotyp A’ 1,5% wszystkich szczepdw tego typu, genotyp B obejmowat 9%,
a genotyp C byt reprezentowany przez 1,5% badanych szczepow. Wsrod szczepow P. acnes
izolowanych ze zmian tradzikowych zdecydowanie przewazaly szczepy nalezace do biotypu
1(79%) i do genotypdéw A i A’ tego biotypu (79%), (Tabela III).

Tabela II1. Udziat poszczegoélnych genotypéw w obrebie typéw biochemicznych 11 I1.

Biotyp: szczepy (%) Genotyp Liczba szczepow (%)
A 45 (68%)
0,
I 52 (79%) A 7 (11%)
A 6 (9%)
A 1(1,5%)
1114 (219
(21%) B 6 (9%)
C 1(1,5%)
DYSKUSJA

Na podstawie wynikow testow biochemicznych badane szczepy dzielono na dwa typy:
typ I typ II. Ustalono, ze dominuje typ I. Podobna czgstotliwos¢ wystgpowania typow 11 11
wsrod szczepdw P. acnes odnotowali rowniez inni autorzy (8, 15).

Ocena zjawiska B-hemolizy wykazala, ze powodowato ja 36% wszystkich szczepow;
w wigkszo$¢ byly to szczepy nalezace do biochemicznego typu I. Zaledwie dwa szczepy
typu Il powodowaty hemolizg, (Tabela II). W badaniach McDowell i wsp. zjawisko to za-
obserwowano w przypadku 67% analizowanych szczepow typu I, a w obrebie typu II nie
odnotowano go wcale (14). Hoeffler wykazat, ze f-hemoliza wystgpowata u 50% badanych
przez niego szczepdw P. acnes (10). Odnotowal on jednak réznice w wystepowaniu tego
zjawiska w zalezno$ci od rodzaju krwi w podlozu bakteryjnym. Najwyzszy odsetek szczepow
47,5% wykazywal hemolize na podtozach z domieszkg krwi kréliczej, nieznacznie nizszy
na podtozach z krwig ludzka, natomiast najnizszy 22,5% na podtozach z krwia barania.
Przytoczone dane moga thumaczy¢ znaczng réznicg w odsetku szczepéw hemolizujacych,
w badaniach wtasnych na podtozach z krwig barania, a w badaniach McDowella z krwia
ludzka.

W analizie molekularnej postuzono si¢ metodg MP-PCR. Jest to jedna z metod dajacych
tak zwany ,,odcisk palca” (ang. fingerprint) danego szczepu bakteryjnego w postaci cha-
rakterystycznego wzoru prazkowego (12). Przeprowadzone badania wykazaty rowniez, ze
szczepy gatunku P, acnes moga by¢ bezposrednio zwigzane z gospodarzem i §rodowiskiem
jego zycia, co widoczne byto w odniesieniu do dwoch szczepow wyizolowanych od bliznia-
czek, ktore to szczepy byly biochemicznie i genotypowo identyczne. W pracach opisujacych
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molekularng klasyfikacje P. acnes brak jest publikacji, ktore wykorzystywatyby t¢ metode.
Obecnie analiza genetyczna tego gatunku dotyczy gtownie catkowitego DNA, ze szcze-
gblnym uwzglednieniem identyfikacji i charakterystyki genow kodujacych enzymy (5g).

W 2003 roku Perry i wsp. z powodzeniem zoptymalizowali i zastosowali metode RAPD-
-PCR (ang. random amplification of polymorphic DNA PCR) do identyfikacji i klasyfikacji
P acnes na dwa rozne typy (17). W opisanym projekcie nie dysponowali odpowiednimi
danymi o analizowanych szczepach, by mdc stwierdzi¢, jak i czy w ogdle wyrdznione grupy
odnoszg si¢ do klasyfikacji biochemicznej. Na podstawie badan filogenetycznych, w oparciu
o sekwencje genow recA oraz hly, McDowell wyrdznit dwa typy szczepdw w obrebie gatunku
P acnes, przy czym danych wystarczajacych do ich rozr6znienia dostarczyta sekwencja tylko
jednego genu recA (15). Sposrod 43 analizowanych przez niego szczepdéw w przypadku 41
podzial biochemiczny pokrywatl si¢ z rozréznieniem na podstawie genu recA. McDowell
analizujac sekwencj¢ genu rec4 wyrdznit dwie podklasy w obrebie szczepdw P. acnes typu
I, sa to podklasy IA i IB, jednocze$nie proponujac oznaczenie grupy IB, jako P. acnes typu
III (14). Szczepy bedace przedstawicielami podklasy IB nie przytaczaly przeciwciat mono-
klonalnych specyficznych dla pierwotnej klasy I, ani specyficznych dla klasy II. Ponadto
grupa IB rdéznila si¢ od pozostatych poziomem ekspresji biatkowego czynnika CAMP.

Cytowane powyzej wyniki sg zbiezne z uzyskanymi wynikami wlasnymi, gdzie genotyp
A wykazatly szczepy nalezace do biochemicznych typdéw I 111. Jednak ze wzgledu na ogolny
charakter wynikow uzyskanych technikg MP-PCR, przedstawiajacych produkty trawienia
restrykcyjnego pojedynczym enzymem, mozna zalozy¢, ze metoda ta w potgczeniu z zasto-
sowanym enzymem EcoRI miata zbyt niska sile dyskryminacji. Jest wielce interesujace, ze
do dzisiaj nie opublikowano danych wskazujacych na genetyczne zréznicowanie szczepow
P acnes typu biochemicznego II.

Zaprezentowane wyniki wzbogacajg wiedz¢ na temat réznorodnos$ci genetycznej
i biochemicznej P. acnes, ale jednoznacznie sygnalizuja konieczno$¢ kontynuowania badan
mikrobiologiczno-molekularnych szczepow tego gatunku oraz wskazuja na celowos$¢ zasto-
sowania dodatkowo innych technik genetycznych, aby moc zweryfikowa¢ dotychczasowe
wyniki i poszerzy¢ aktualng wiedze¢ o tych drobnoustrojach.

PODSUMOWANIE

1. Wsrdd przebadanych 66 szczepdéw Propionibacterium acnes pochodzacych ze zmian
tradzikowych zdecydowanie dominowat biochemiczny typ I (79%).

2. Genetycznie opracowane szczepy wykazaly wysoka jednorodnos¢, ponad 79% szczepow
reprezentowalo genotyp A.

3. Biotyp II wystgpowal rzadziej, obejmowat 21% badanych szczepow, genetycznie byt
niejednorodny, gdyz reprezentowany przez kilka genotypow: A, A’, BiC.

4. Hemoliza powodowana przez badane szczepy wystepowata niezaleznie od przynaleznosci
do biotypu czy genotypu.
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