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OZET:

Derinin normal flora elemanlarindan Propionibacterium acnes, akne vulgarisde
en sik goriilen mikroorganizma olup, firsatg1 sistemik veya dissemine
infeksiyonlara yol agabilmektedir. Propionibacterium acnes’in li¢ genotipi (tip I
[Tip IA, Tip IB], II ve III) tamimlanmis olmakla beraber, genotiplerin farkli
infeksiyonlardaki rolleriyle ilgili epidemiyolojik c¢alismalar ¢ok azdir ve fazla
bildirim olmamistir. Bu ¢alismada P.acnes genotipleri ile akne siddeti arasinda
bir baglantinin olup olmadig1 arastirilmistir. Marmara Universitesi Hastanesi,
Dermatoloji boliimiine basvuran 58 hasta (35 kadin, 21 erkek) ve kontrol grubu
olarak 43 saglikli kisi (27 kadin, 12 erkek) calismaya alinmistir. Yiizdeki,
komedon, papiil, piistiil, nodiil ve eritem lezyonlarinin sayis1 kayit edilmis ve
“Global Acne Grading System” (GAGs)’e gore derecelendirilmistir. Akne
lezyonlarindan ve kontrol grubunun yiiziinden alinan Orneklerin aerop ve
anaerop kosullarda kiiltiirleri yapilmistir. Hastalarin tiimiinde ve kontrol
grubundan P. acnes izole edilmis ve geleneksel yontemlerle tanimlanmis ve
Ozgilin primerler kullanilarak PZR yontemiyle genotipik analizleri yapilmistir.
Kokenlerin 77°si (n:47 hasta, n:30 kontrol) genotip IA PZR bantlar1 vermistir,
bunlar1 tip IB (n:5 hasta, n:5kontrol) ve Tip II (n:4 hasta, n:4 kontrol) izlemistir.
Tip III P.acnes saptanmamistir. Genotipler ile akne lezyonlarinin siddet skorlari
arasinda bir iligki bulunamamistir. Bulgular, P.acnes genotipleri ile akne siddeti
arasinda herhangi bir baglanti gostermese de bu calisma, simdiye kadar
molekiiler arastirmalarla P.acnes’in genotiplemesinin yapilmadigi Tiirkiye icin
bir veri tabani olusturacaktir. Verilerimiz, bu farkli P.acnes genotiplerinin
fenotipik ozelliklerini incelemek ve akne siddetiyle iligkisini arastirmak igin

ileride yapilacak calismalara 1s1k tutacaktir.

Anahtar  Sézciikler: Akne  wvulgaris,  Propionibacterium  acnes,

Propionibacterium acnes genotipleri



SUMMARY:

Genotyping of Propionibacterium acnes strains isolated from patients with acne

vulgaris and investigation of relationship between genotype and acne severity

Propionibacterium acnes, a member of skin flora, is the most commonly encountered
microorganism in acne vulgaris, and can be found in various systemic or
disseminated  opportunistic  infections.  Although three  genotypes of
Propionibacterium acnes (types I[Type IA and Type IB], II and III) have been
described, there are few epidemiological investigations of their roles in different
infections and have not been widely reported. Current study focuses on the
relationship between the genotype of Propionibacterium acnes and the severity of
acne vulgaris. Fifty-eight patients (35 females and 21 males) who admitted to
Marmara University Hospital, Department of Dermatology and 43 healthy people (27
females and 12 males) as controls were enrolled in the study. The number of lesions
of facial acne, defined as comedones, papules, pustules, nodules and erythema, was
recorded and scored according to Global Acne Grading System (GAGs ). The
samples obtained from the acne lesions and from facial skin of control group were
cultured in aerobic and anaerobic conditions. Propionibacterium acnes was isolated
from all patients and control group and identified by conventional methods, and
genotypic analysis was made by PCR using specific primers to genotypes. A total of
77 isolates (n:47 patient, n:30 control) showed genotype IA PCR bands, followed by
type IB (n:5 patient, n:5 control) and type II (n:4 patient, n:4 control). No type III
P.acnes has been detected. No significant correlation existed between the genotype
of P.acnes and severity score of acne lesions. Although the findings did not link P.
acnes genotype to severity of acnes, the present study did form a database about
genotypes of P.acnes in Turkey, where molecular investigation of P.acnes genotypes
has not been performed so far. Our data will be enlighten for future studies to
examine phenotypic properties of these different genotypic P. acnes and investigate

the relationship between acne severity.

Key Words: Acne vulgaris, Propionibacterium acnes, Propionibacterium acnes

genotypes






1. GIRIS ve AMAC

Pilosebasoz folikiillerinin inflamatuvar bir hastaligt olan akne vulgaris,
ozellikle gencler ve geng eriskinler arasinda sik goriilen, en fazla yiiz, boyun ve
govdenin iist kismin tutan dermatolojik bir problemdir. Kisinin dis goriiniisiinii
etkileyebilen ve skar birakabilen akne, depresyon, kaygi ve sosyal inhibisyon gibi

psikolojik sorunlara da neden olabilmektedir.

Multifaktoriyel bir hastalik olan aknenin etiyolojisinde, anormal folikiiler
keratinizasyon, hormonal etkilere bagli sebum sekresyonunda artig, mikrobiyal
kolonizasyon ve inflamasyon yer almaktadir. Akne vulgaris olusumunda 6nemli bir
role sahip mikroorganizmalardan Propionibacterium acnes; derinin normal
florasinda bulunmaktadir. Ancak bu bakteri, yapay kalp kapagi, damar grefti,
merkezi sinir sistemi sant1 ve protezi olan hastalarda firsat¢1 enfeksiyonlara neden
olabilmekte, endokardit, endoftalmit, okiiler, periokiiler, dental, periodontal
infeksiyonlara, ve osteomiyelite yol agabilmektedir. Ayrica son yillarda sarkoidoz
ve prostat kanseri gelisiminde de etkisinin olabilecegi yoniinde bulgular elde

edilmistir.

Puberte ile birlikte androjenlerin artisiyla sebum iiretimi artmakta ve aknenin
oncii lezyonu olan komedonlar olusmaktadir. Diger yandan folikiiler floranin baskin
eleman1 olan P. acnes tarafindan salgilanan enzimlerin gerek dogrudan zedelenme
etkisiyle, gerekse bunlara karsi gelisen konagin asir1 duyarhilik yanitiyla aknenin
inflamatuvar lezyonlar1 ortaya c¢ikmaktadir. Bu lezyonlar klinikte papiil, piistiil,
nodiil ve kist seklinde goriilmektedir. Ayrica hastalarin akne lezyonlari, agirlikli

lezyon tipine gore komedonal, papiilopiistiiler ve nodiilokistik olarak ayrilmaktadir.



Serolojik agliitinasyon testleri ve hiicre duvar karbohidratlarinin analiziyle
P.acnes’in iki farkl fenotipi (tip I ve tip II) tamimlanmistir. Yapilan calismalarda bu
iki tipin sekerleri fermente etme 6zelliklerinin ve bakteriofajlara duyarliliklarinin da
farkli oldugu gosterilmistir. Genetik ¢alismalarda ise farkli tipte bakterilerin 16s
rRNA gen dizi analizinde %100’liik benzerlik saptanmis, buna karsin bakteri
tiplerinin farkli recA gen dizisine sahip olduklar1 ve farkli filogenetik yerlesim
gosterdikleri belirlenmigstir. Bu 6zellikleri géz 6niine alinarak P.acnes kokenleri recA
geni dizi farklihigina gore tiplendirilmistir, simdiye kadar ti¢ genotip (Tip I [ TiplA,
TipIB ], Tipll, TipIIl) tanimlanmistir.

Fenotipik calismalarda yiiksek viriilans ozelligine sahip biyotiplerin daha
fazla oranda papiil, piistiil ve nodiil gibi siddetli klinik tablolara yol actiklar
bildirilmistir. Birtakim viriilans faktorleri ile biyotipler arasindaki baglantinin
arastirlldiglt ¢aligmalar yapilmis olmakla beraber, bakterinin genotipi ile ilgili
calismalar sinirli sayidadir ve aknenin, lezyon tipi veya siddeti gibi farkli klinik
sekilleriyle ile genotipler arasinda iliskinin arastirildigt herhangi bir ¢alismaya

rastlanmamustir.

Bu calismada, Marmara Universitesi Hastanesi, Dermatoloji klinigine
basvuran akne vulgarisli hastalarin farkli 6zelliklere sahip lezyonlarindan izole
edilen P. acnes kokenlerinin genotiplerini tamimlamak, genotipin farkh siddetli
lezyonlardaki dagilimim belirlemek ve lezyonun siddeti (ve lezyon tipi) ile genotip

arasindaki iliskinin varligim aragtirmak hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

Akne vulgaris, pilasebasoz tinitenin multifaktoryel bir hastaligidir. Klinigi
hafif komedonal formdan agir lezyonlara kadar degiskenlik gosterir. Her yastaki
kisiyi etkilemekle beraber primer olarak addlesan dénemde goriilmektedir.
Dermatolojik bir problem olmasimin yani sira psikolojik ve sosyal ag¢idan ciddi

etkiler yaratabilmektedir (1,2).

2.1. Epidemiyolojisi

Akne vulgaris, 12-24 yaslar1 arasinda goriilen pilosebasoz folikiillerin kronik
inflamatuvar bir hastaligidir, cogunlukla 25 yasindan 6nce kendiliginden diizelir,
ancak olgularin %5’inde, ozellikle kadinlarda 30’lu-40’11 yaslara kadar siirebilir.
Her iki cinste esit siklikla goriilmekle beraber erkeklerde daha agir
seyretmektedir (3,4). Aknelerin ¢cogu pleomorfik olup; komedon, papiil, piistiil,
kist, nodiil lezyonlarn seklinde bulunabilir, ¢ukurlar veya hipertrofik skarlar

gelisebilir. Ozellikle yiiz, boyun ve iist govdeyi tutmaktadir (5).
2. 2. Etiyolojisi
Akne vulgarisin etiyolojisinde dort ana faktor yer almaktadir;

1-  Anormal folikiiler keratinizasyon

2-  Sebum sekresyonunda artig

3-  Mikrobiyal, 6zellikle P. acnes kolonizasyonu

4-  Inflamasyon



Bunun yan sira genetik faktorler de onemli rol oynamaktadir. Israrc1 ve
siddetli akneleri olan hastalarin soy gecmisleri sorgulandiginda, yakin
akrabalarinda da benzer sekilde siddetli aknenin bulundugu goriilmiistiir. Bu
kisilerde akne vulgaris erken yaslarda ortaya ¢ikmakta ve tedaviye daha fazla
diren¢ gostermektedir (6). Diger yandan XYY genotipine sahip kisilerde daha

agir nodiilokistik akne vulgaris gelisebilmektedir (7).

2.3.Akne Patogenezi

Pilosebasoz tinite, bir kil folikiilii ve ona agilan sebase bezden olugmaktadir.
Bu yap1 ¢cok katli yass1 epitel ile doseli infindubulum denen bolge ile deri
yiizeyine agilir. Sebasdz bezler salgilanan hormonlarla kontrol edilmektedir.
Ergenlige gecisle birlikte artan hormonlarin etkisiyle pilosebasdz {iinitede
degisiklikler; folikiiller keratinizasyon ve sebum sekresyonunda artig

gozlenmektedir (8,9).

Akne gelisiminde ilk adimi olusturan mikrokomedonlar, infindubulum
proksimalinin iist tabakasinin keratinizasyonu ile baslamakta, daha sonra acik ve
kapali komedon halini almaktadir. Tanimlamak gerekirse komedonlar (tikag¢lar);
normalde folikiil limenine dokiilen korneositlerin folikiil agzinda birikmesiyle
olusturduklart hiperkerositlerdir. Yapiskan bir 6zellige sahip olan bu yapida aym
zamanda keratinozomlar, hiicre =zarlari, epiderm lipitleri ve intraseliiler
sementinler de bulunmaktadir. Infindubulum distalinde herhangi bir madde
birikmesi s6z konusu olmayip, proksimaldeki komedon ise gittikce
biiytimektedir. Komedonun biiyiimesiyle komedon duvarinda gerilme, folikiil
kanalinda yirtilma olugsmakta, immunujenik Ozellige sahip keratojenik ve

seboreik igerik ortama sagilmaktadir (1,10).



Folikiil iceriginin dermise gecmesi, var olan inflamasyonu arttirmakta, yabanci
cisim yanit1 olusturmakta ve klinige farkli siddette akne seklinde yansimaktadir
(Resim 1,2,3). Inflamasyonun ilk belirtileri folikiiler eritemli papiiller seklinde
gozlenmektedir. Daha sonra piistiiler yapilar ortaya ¢ikmakta, yag bezlerinin ¢ok

irilestigi ve nodiil halini aldig1 kistik akne tipleri olugsmaktadir ( 8).

Resim 1 Komedonal akne

Resim 2 Papiilopiistiiler akne Resim 3 Nodiilokistik akne



Komedon olusumunda lineloik asit eksikliginin 6nemli oldugu saptanmistir.
Sebumdaki linoleik asit eksikligi epitel farklilasmasini engellemekte ve
hiperkeratinizasyona yol agcmaktadir (11). Baska bir calismada ise sitokinlerden
IL-1o’nin infindubulumdaki keratinositlerden hiperkornifikasyon yaptigi tespit

edilmistir. (12).

Akne olusumunda rol alan faktorlerin bir digeri de androjenlerdir. Genellikle
ergenlik donemiyle birlikte artan androjen seviyesi sebum sekresyonuna, dolayisi
ile akne olusumuna yol ag¢maktadir (13) Androjen miktarindan ziyade,

reseptorlerin aknenin olusumunda énemli oldugu goriilmiistiir (14).

Sebasoz folikiiliin normal florasinda patojen olmayan bakteriler, lipofilik
mayalar ve kil folikiil akar (mite-Demodex folliculorum) bulunmaktadir. Sebum
tiretimindeki artis, derinin normal flora elemanlarindan P. acnes’ in

cogalabilmesi i¢in gerekli ortami olusturmaktadir ( 15).

Propionibacterium acnes yiiz, gogiis ve sirtta, sebumdan zengin folikiillerde
kolonize olmaktadir. Folikiile yerlesen P.acnes iirettigi lipaz enzimi ile
trigliseridleri serbest yag asitlerine hidrolize etmektedir. Ardindan aknenin 6ncii
molekiilii komedon olusmakta ve inflamasyon gelismektedir. Ayn1 zamanda P.
acnes’ in salgiladigi kemotaktik sitokinler ile kompleman sistemi aktive olmakta
ve notrofillerin komedonun oldugu bolgeye dogru ¢ekilmesi saglanmaktadir ( 16,

17).



2.4. Propionibacterium acnes

Propionibacterium acnes, gram pozitif, sporsuz, katalaz enzimine sahip, indol
olusturabilen, difteroid goriiniimde anaerop bir basildir. ~ Anaerop ortam
kosullarinda 35- 37°C* de 5-7 giinlik inkiibasyon sonucunda izole

edilmektedirler. Uremeleri icin optimal pH 5.5- 6.0 arasindadir (18).

Koloni morfolojileri farkli besiyerlerinde ve kiiltiir kosullariyla degismekle
birlikte, koyun kanl besiyerinde 1-2 mm c¢apinda yuvarlak, keskin sinirls,
konveks, opak koloniler olugsmakta, baz1 suslar koloni etrafinda hemoliz zonu
olusturabilmektedir. Mikroskop altinda 0.5- 0.8um eninde ve yaklasik 4 pm
boyunda difteroid basiller seklinde goriilmektedir (19).

Gram pozitif hiicre duvan sayesinde osmotik sok ve mekanik strese kars
diren¢ saglamaktadirlar. Serbest yag asitleri ile gliserolu, karbon ve enerji
kaynag1 olarak kullanmaktadirlar. Glikoz metabolizmasinin son {iriinii olarak
propionik asit ve asetik asit iiretmeleri onlar1 diger gram pozitif basillerden
ayirmada yardimci olmaktadir (20). Uremeleri igin biyotin, nikotinamid,

pantotenat, tiamin gibi vitaminlere ihtiyaclar vardir (21).

Derinin normal flora elemani olan P.acnes, oral kavite, iist solunum yolu,
dis kulak yolu, konjunktiva, kalin barsak, iiretra ve vajinadan da izole
edilmektedir (22). Yapay kalp kapagi, damar grefti, merkezi sinir sistemi sant1 ve
protezi olan hastalarda firsat¢1 enfeksiyonlara neden olmakta ayrica endokardit,

endoftalmit ve osteomiyelit yapabilmektedir ( 23).



Propionibacterium acnes akne vulgaris olusumunda Onemli role sahiptir.
Salgiladiklan lipaz enzimi ile sebasdz bezlerdeki trigliseridleri serbest yag
asitlerine doniistiirmektedirler. Bu yan iirtinler ile folikiil duvarini irite ederek
inflamasyonu tetiklemektedirler. Boylelikle  notrofil kemotaksisine neden

olmaktadirlar (8).

Yapilan ¢aligmalarda P. acnes infeksiyonlarinda Toll-like receptor’lerin
(TLRs) o©nemli rol oynadiklar1 gosterilmistir. Propionibacterium acnes’in
keratinositlerdeki TLR2 ve TLR4’ ekspresyonunu indiikledigi ve bu reseptorlere
bagimli ¢coziiniir kemotaktik maddelerin salgilanmasim arttirdig: tespit edilmistir.
Bu bakterinin, IL-8, tumor nekrozis faktor- a, IL1f ve IL-12 gibi inflamatuvar
sitokinlerin ve birtakim antimikrobiyal peptidlerin tiretimini de tesvik ettigi

anlasilmustir (18,24).

Propionibacterium acnes kokenlerinin biyofilm olusturabildikleri boylece
konak immun sistemine ve kullanilan antibiyotiklere karsi direng gosterdikleri
saptanmistir  (25). Diger yandan fagositoza diren¢ gosterebilmekte,
makrofajlarin i¢inde uzun siire canli kalabilmekte ve immun reaksiyonlari
tetiklemektedirler. Ayrica in vivo kosullarda diisilk oksidasyon rediiksiyon
potansiyelinde uzun zaman aralifinda canliliklarini koruyabilmektedirler. Bu
durumda insan dokularinda uzun siire bulunarak metabolik {iriinleriyle (asetat,
propionat, indol, porfirin) dokulara zarar verebilmektedirler (26).

Propionibacterium acnes tarafindan salgilanan iiriinler Tablo 1’de verilmistir.



Tablo 1 Propionibacterium acnes tarafindan salgilanan tiriinler *

Uriin Substrat Etkisi

Lipaz Trigiliseritler Besin, serbest yag asidi iretimi,
adherens

Fosfolipaz C Fosfolipidler Zar fonksiyonunu bozmak
Besin,

Proteinaz Kollajen, keratin Kompleman aktivasyonu,

kemotaksis, doku invazyonu

Hiyaluronidaz, Mukopolisakkaritler Doku invazyonu
noérominidaz

Asit fosfotaz Seker fosfotaz Besin
Bakteriyosin Antagonistik etki

* 18 no’lu kaynaktan alinmistir

Serolojik agliitinasyon testleriyle ve hiicre duvar1 sekerlerinin analiziyle
fenotipik olarak iki tip P.acnes (Tip I ve Tip II) tammlanmustir (27). Iki biyotipin
sekerleri fermente etmede ve sekerlerden alkol olusturmada farkli 6zelliklere
sahip oldugu ve bakteriyofaj infeksiyonuna duyarliliklarimin da farkli oldugu
gosterilmistir (28). Daha sonraki calismalarda P. acnes izolatlart karbohidrat
fermantasyon testleri ( riboz, eritrol ve sorbitol), serolojik agliitinasyon testleri
ve hiicre duvarindaki seker cinsleri esas alinarak 5 biyotip icinde
siniflandirilmistir. Ornegin bu simiflandirmaya gore Tip I kokenleri hiicre duvar
sekeri olarak galaktozu, Tip II kokenleri ise glukoz ve mannozu
bulundurmaktadir. Saglikli kisilerdeki yaygin goriilen serobiyotipler IB1, 1B3,
IB4 ve IIB2’ dir (29).



Akne vulgaris disinda sistemik infeksiyonlara da yol acgabilen P.acnes’e son
yillarda daha fazla onem verilmeye baslanmis, P. acnes kokenleriyle yapilan
caligmalar artis gostermistir. Daha cok genotipler ve antibiyotik direnci iizerine
molekiiler calismalar yapilmistir. Propionibacterium acnes’in DNA dizisinin
tamami Briiggemann ve arkadaslar1 (30) tarafindan tanimlanmigtir. Bakteri
DNA’simin toplam 2333 gen bolgesine sahip oldugu, genler tarafindan kodlanan
iiriinlerin ¢ogunu; sialidazlar, ndrominidazlar, endoglikoseramidazlar ve lipaz
gibi faktorlerin olusturdugu saptanmustir. Uretilen bu faktérlerin ve hiicre duvar
yiizeyinde bulunan proteinlerin akne olusumuna neden olan inflamasyonu

tetikledigi belirtilmistir.

Bakteri DNA dizisi tamimlandiktan sonra serotiplere gore ayrilmis kdkenlerin
16S rRNA bolgesinin dizi analizi yapildiginda kokenler arasinda tam bir
homoloji saptanmistir. Ancak, onarimla iliskili genlerin transkripsiyonunu
diizenleyen RecA proteini kodlayan recA geninin dizi analizi yapildiginda, iki
tipin tamamen farkli iki filogenetik grupta yer aldiklar1 gozlenmistir. Ayrica
molekiiler calismalarda Tip I de yer alan kokenlerin de iki farkli grup 6zellikleri

gosterdikleri (Tip IA ve TipIB) saptanmistir (31) .

Tip I ve II’den yiizey ozellikleri bakimindan ve hiicre duvar yapisindan
farklilik sergileyen bir bagka genotip Tip I tanmimlanmistir (32). Aym
arastiricilarin yaptiklart ileri calismalarda P.acnes Tip III kokenlerinin farkli

recA gen dizisine sahip olduklar1 gosterilmistir.
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Cohen ve arkadaslan tarafindan, 34 hastadan prostat dokusu kiiltiirleri
yapilmig, bakteriyel etkenler yOniinden incelenmistir. Siddetli prostat
inflamasyonu olan hastalarda inflamasyon olmayanlara gore daha yiiksek oranda
P. acnes pozitifligi saptanmistir (p=0.007) Izole edilen P.acnes kokenlerinin,
deriden izole edilen kontrol grubundaki P. acnes —grup I’dekinden farkli olarak

grup II ve II'te yer aldig1 bulunmustur.

Bu sonuglar 1s1g1inda arastiricilar, P.acnes kokenlerinin (6zellikle belirli tip-
Grup II ve Grup III) prostatta inflamasyon olusturabilecegi, inflamasyonun da

prostat kanseriyle iliskisi olabilecegi yoniinde varsayimda bulunmuslardir ( 33).

Propionibacterium acnes tipleri ile ortopedik implant1 olan kisiler arasindaki
iliskinin incelendigi bir calismada, ortopedik implanti olan hastalarda P. acnes’
in siklikla gozlendigi belirtilmistir. infeksiyon olsun ya da olmasin Tip I ‘in
bulunma sikligi Tip II’ den fazla bulunmus, Tip III calismada saptanmamastir.
Ortopedik implanti olan hastalarda Tip I ve Tip II arasinda infeksiyon ya da

kolonizasyonla iligkili bir durum saptanmamustir ( 34).
Literatiir taramasinda farkli genotiplere sahip P.acnes kokenleri ile akne

lezyon tipi veya akne siddeti arasinda iliskinin arastirildigi herhangi bir

calismaya rastlanmamaistir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecler
3.1.1 Besiyerleri

® % 5 koyun kanli Columbia agar (Biomérieux)
¢ Cukulata agar ( Biomerioux)
e Mueller Hinton broth ( Becton Dickinson)

e Skim milk (Oxoid)
3.1.2 Standart Kokenler

e ATCC 11828 Propionibacterium acnes serotip 11
e ATCC 11827 Propionibacterium acnes serotip [ A

® P.acnes 6609 Propionibacterium acnes serotip I B

ATCC 11828 Propionibacterium acnes serotip I ve P. acnes 6609
Propionibacterium acnes serotip 1B, Prof.Dr. Elizabeth Nagy’den (Szeged

Universitesi, Klinik Mikrobiyoloji Enstitiisii, Szeged, Macaristan)
ATCC 11827 Propionibacterium acnes serotip I A, Doc¢. Dr. Hirisi Bahar’ dan

(Istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim

Dali, Istanbul) temin edilmisir.
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3.1.3 Kimyasal Maddeler

Paradimethylaminocinnamaldehyde ( Aldrich)
Hidrojen peroksit ( Merkez laboratuvari )
Anaerogen ( Biomerioux)

Etil alkol ( Rieldel- de Haen )

NaCl ( Merck )

KClI ( Horasan Kimya )

Na; HPO, ( Merck)

KH, PO, ( Merck )

% 37 HCI ( Carlo Erba )

3.1.4 PZR Malzemeleri

PCR Master Miks (2X) (Fermentas)

6 x Yiikleme boyasi1 ( Loading Dye, MBI Fermentas )

MMTf- MMr, PR264- PAR2, PR219-220, PR256- 257, PR245- 247, 16SIF-
16SIR primer ciftleri ( IDT)

100 kb DNA Ladder ( MBI Fermentas )

Enjeksiyonluk su ( DNaz- RNaz icermeyen distile su ) ( MBI Fermentas )
10x TBE Tampon ( Tris, EDTA, Borik asit )

1,5 ml, 0,5 ml ve 0,2 ml lik mikrotiipler ( Axygen )

200 pl sar1, 1000 pl mavi pipet ucu (DNaz, RNaz icermeyen) (Axygen)
Agaroz (Applichem)

Etidyum bromid ( Merck )

Eldiven ( Beybi )

13



3.1.5 Hazirlanan Soliisyonlar ve Besiyerleri

Tasima soliisyonunun hazirlamsi

Toplama ve tasima soliisyonu olarak % 0.1 tween 80 iceren 0. 075 M

fosfatlanmis fizyolojik tuzlu su kullanilmistir.

NaCl.........ccceeeeeee. 4 gram
KCl..ooooi 0. 1 gram
NaHPOy4 e 0. 575 gram
KHyPOg4.ooovvvven, 0.2 gram
Distile su ......ccccceueneee 500 ml

% 0.1 tween 80 ......... 1 ml

Tiim malzemeler kanstirilarak pH metre ile pH 7.2’ ye ayarlandiktan sonra
121°C* de 15 dakika otoklavda steril edilmis, steril cam tiipler icerisine 500’er pl

dagitilarak hazirlanmistir.

indol ayiracinin hazirlanmasi

Paradimethylaminocinnamaldehyde...... 0.1 gram

Jo3THCL. ..ot 1 ml

0.1 gram paradimethylaminocinnamaldehyde 1 ml % 37’ lik HCl asit
icerisinde ¢ozdiiriilmiis, tizerine 9 ml distile su yavasca eklenerek karistirilmis, 151k

almayacak sekilde + 4°C’de saklanmustir.
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TBE Tampon ( 10X, Stok Soliisyon)

Tris Base.....oooovvveviiiiiiiiiiiii, 121, 10 gram
Borik ASit....cceeveiieiniiieriee e, 61, 83 gram
EDTA ..o, 5, 84 gram
Distile SU....cccceerviernernienienieeene 1000 ml

Sodyum hidroksit ile pH 8’ e ayarlanmigstir.

% 70’ lik Etil alkol hazirlamsi

70 ml absolu alkol alinip tizerine 30 ml distile su eklenerek hazirlanmistir.

% 0. 09’ luk NaCl hazirlanmisi

9 gram NaCl 1 litre distile suda ¢ozdiiriilmiis, 121°C” de 15 dakika otoklavda

sterilize edilmistir.

Mueller Hinton s1v1 besiyerinin hazirlansi

22 gram toz besiyeri tartilip 1 It distile su ile kanistirllip 121°C” de 15 dakika

otoklavda sterilize edilmistir.

Skim Milk

100 gram toz, 1 1t distile su ile kanstirilip, 121 ° C’de 15 dakika otoklavda

sterilize edilerek hazirlanmustir.
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3.2 Araclar ve Aygitlar:

e Etiiv (Memert)

e Pasteur firim1 (Memert)

e Otoklav (Hirayama)

¢ Buzdolab1 (Arcelik)

e (-20°C) Dondurucu (Ugur)

e (-80°C) Dondurucu (iShin)

e Hassas terazi (Sartorius)

e Kaba terazi (Scaltec)

e Vorteks (Yellowline, Ika)

e Steril ekiivyonlar

e Termal Dongii Cihazi (Techne, BIO-RAD)
¢ Elektoforez tanklar1 ve cihaz1 (Biometra)
¢ pH metre cihazi (Hana Instruments)

e Mikrodalga firin (Beko)

e UV goriintiileyici (Vilber Lourmant)

e Santrifiijler ( Hettich)

¢ Etiiv ( Binder)

¢ [sik Mikroskobu ( Olympus)

¢ Otoklav ( Hirayama )

e Cam balonlar, otomatik pipetler, lamlar
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3.3 Yontemler

3.3.1 Ornek Toplama ve Nakil

Calismamiza, Ocak 2009- Haziran 2009 tarihleri arasinda Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Dermatoloji Klinigine bagvuran, son 4 hafta
oncesine kadar sistemik antibiyotik veya isotretinoin ile topikal herhangi bir akne
ilac1 almamis ve son 3 ay oncesine kadar sistemik kortizon veya immiinsiipresif bir

ila¢ kullanmamus, 15 ile 35 yas arasindaki akneli hastalar dahil edilmistir.

Global acne grading system’e (GAGs) gore belirlenen hafif, orta ve siddetli
akne lezyonlarindan ve kontrol grubu olarak saglikli kisilerin derilerinden ornekler
almmustir (35). Ayrica hastalarin akne lezyonlar1 agirlikli lezyon tipine gore;

komedonal, papiilopiistiiler ve nodiilokistik olmak tizere degerlendirilmistir.

Akne siddetini belirlemek icin GAGs’e gore yiiz bolgesi; alin, sag yanak, sol
yanak, burun ve ¢ene olmak iizere bes kisim, gdgiis ve sirt beraberce bir kisim olmak
tizere toplam alt1 bolge olusturulmustur (35). Her bir bolgenin sabit ¢arpani (¢arpim
faktorii belirlenmis) bulunmaktadir, drnegin sabit ¢arpan alin i¢in 2, ¢ene i¢in 1 ve
gbgiis ve sirt icin 3 dir. Diger yandan her bir lezyonun siddetine gore sifir ile 4
arasinda degisen; 6rnegin lezyon yok ise 0, nodiil varsa 4 puan verilmektedir (Tablo
2). Ayn ayr alt1 bolgenin lezyonlar1 degerlendirilmekte lezyon siddeti en fazla olan
akne tipi skorlamada kullanilmaktadir. Ornegin sag yanakta komedon, papiil ve
piistiil varsa, bu lezyonlar arasinda en yiiksek puana sahip piistiiliin degeri (=3)
alimmakta, sag yanagin sabit carpanm (=2) ile ¢arpilarak lokal skor hesaplanmaktadir
(3X2=6). Lokal skorlarin toplami global skoru vermektedir. Global skor degerlerine
gore lezyonlar hafif (1-18), orta (19-30), siddetli (31-38) veya cok siddetli (>39)
olarak degerlendirilmektedir (Tablo 3) .
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Calismamizda, hastalarin burun disindaki bolgelerinde bulunan akne lezyonlari
degerlendirilmistir. Her bolge icin lokal skor olusturulmus daha sonra lokal skorlar

toplanarak global skor, lezyon siddeti belirlenmistir.

Tablo 2 Global Acne Grading system ile lokal skorun hesaplanmasi

Yer Faktor x Derece ( 0- 4)*
Alin 2 x derece

Sag yanak 2 x derece

Sol yanak 2 x derece

Burun 1 x derece

Cene 1 x derece

Gogiis- Sirt 3 x derece

Lokal skor

* Lezyon yok: 0, Komedon: 1, Papiil:2, Piistiil: 3, Nodiil: 4

Tablo 3 Global Acne Grading system ile akne siddetinin belirlenmesi

Global skor AKkne siddeti
0 Yok

1- 18 Hafif

19- 30 Orta

31-38 Siddetli

> 39 Cok siddetli
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Hastalar bilgilendirildikten ve onaylari alindiktan sonra akne lezyonlarinin
cesidine gore, kiiltiir icin siiriintii veya lezyon icerigi alinmistir. Once lezyon yiizeyi
% 70’ lik etil alkol ile silinmis, papiil ylizeyinden serum fizyolojik ile 1slatilmig
pamuklu cubuk ile siiriintii, diger lezyonlardan komedon, piistiil ya da nodiilden ise
icerikleri alinarak anaerop tasima besiyeri ( % 0.1 tween 80 iceren 0. 075 M fosfat
tamponlu fizyolojik tuzlu su) i¢inde laboratuvara ulastirilmistir. Kontrol grubu
goniillillerin alin bolgesinde, benzer sekilde steril tuzlu su ile 1slatilmig pamuklu

cubuk ile deri siiriintiisii alinmistir (36).

3.3.2 Ekim ve Etken Bakteri izolasyonu

Hastalardan ve kontrol grubundan alinan ornekler laboratuvar ortamina
ulastirildiginda tagima tiiplerinin icine 500 pl Mueller Hinton siv1 besiyeri ekleyerek
toplam hacim 1 mililitreye tamamlanmis, ardindan vorteksleyerek siispansiyon elde
edilmistir. Steril pamuklu cubuklar tiipiin kenarinda iyice siiziildiikkten sonra
cikarilmistir. Bu siispansiyondan 100 pl , baska bir steril cam tiip icerisinde bulunan
900 pl serum fizyolojik i¢ine eklenmis ve vortekslenmistir. Ana karisim ve 1/10 kez
sulandirilmis karisimlardan 100’er pl alinarak % S koyun kanli agara sayim plag
yontemiyle ekimleri yapilmistir. Plaklar anaerop kosullarda 37° C de 7 giin inkiibe

edilmislerdir (36).
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3.3.3 Propionibacterium acnes’ in tanimlanmasi

Inkiibasyon sonrast iiremeli petrilerdeki tiim farkli koloniler sayilmis ve anaerop
olup olmadiklarimi belirlemek amaciyla aerotolerans testi yapilmistir. Her farkh
koloniden igne 6ze ile % 5’lik koyun kanli ve ¢ukulata besiyerine ekim yapilmistir.
Koyun kanli besiyeri anaerop ortama kaldirilirken, cukulata besiyeri karbondioksitli
ortamda 37° C’de inkiibe edilmistir. Sadece anaerop ortamda iireme gosteren
koloniler degerlendirmeye alinmistir. Kolonilerden preparat hazirlanarak Gram
yontemiyle boyanmustir. Bakterilerin katalaz ve indol olusturup olusturmadiklar

arastiritlmistir (20).

Direkt bakida, gram pozitif ya da gram degisken boyanmis difteroid benzeri kok
ve kokoid basiller seklinde goriilen, katalaz enzimi olan, indol olusturabilen
bakteriler stok besiyeri skim milk’ e alinmig ve daha sonra ¢alisilmak tizere - 80° C

de saklanmustir.

3.3.4 Propionibacterium acnes’ in Genotiplendirilmesi

3.3.4.1 DNA izolasyonu

Stoktan c¢oziilen kokenlerin ikinci pasajlart yapildiktan sonra kaynatma
yontemiyle DNA’ lan elde edilmistir. Kiiciik ependorflar icinde, 200 pl DNaz, RNaz
icermeyen distile suda bakteriden alinan 5- 6 koloni siispanse edilmis, daha sonra 95°

C’ de 20 dakika 1sitilarak 2 dakika en yliksek devirde santrifiijlenmistir (31).
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3.3.4.2 PZR yontemi

Oncelikle elde edilen bakteri DNA’ lar1 ile uygun primerler (Tablo 4)

kullanilarak Propionibacterium’ a 6zgii tanimlayic1 gen ile bakterinin recA geni

amplifiye edilmistir (37). Her iki geni pozitif olanlarin diger genotipik o6zellikleri

arastirilmak iizere isleme alinmistir.

Bunun i¢in;

PZR karigimi........cccceeceeieenennne 25 ul
Primer Forward..........c.cccocceenee.e. 1w
Primer Reverse.........cccocccevennnenne. 1w
HoOooiiieeccee, 21 pl

karistirllmis ve tizerine 2 pl bakteri DNA’ s1 eklenerek termal dongii cihazinda

calisilmistir.
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Tablo 4 Propionibacterium acnes’in tamimlanmasinda ve genotiplemesinde

kullanilan primerler ve PZR iiriinlerinin biiyiikliikleri *

Primerin Primer dizisi ( 5°- 3) Uriin baz cifti
adi (bp)
MMf+ (F) GGAATATTGAACGAGTCGCAGA P. acnes 633
MMr+ (R) CGGGTACGGCAAGATGTTCT P. avium 633
PR264 (F) GCAGGCAGAGTTTGACATCC P.acnes recA 334
PAR-2 (R) GCTTCCTCATACCACTGGTCATC

PR 219 ACGACCGGTTTGTTGTGAG P.acnes Tip 1A, 508
PR 220 GGGTCAACCTTGACAACCAC Tip IB 716
PR 245 ATAAACCCATCGGCGGCTCGAT P.acnes Tip IA, Tip I 4027
PR 247 AGCAAGGGAGCATTCAGTGG Tip IB 573
16SIF+ TGAAGAGTTTGATCCTGGCTCAG Tium bakteriler icin 16S 801
16SIR+ GGACTACCAGGGTATCTAAKCCTG TRNA

* 37 no’ lu kaynaktan alinmistir.

Olusan PZR iiriinleri % 1’ lik agaroz jelde 90 volt akimda yiiriitiilmiis, gozlenen

bantlar kontrol koken bantlariyla kiyaslanmistir. Kontrol kokenlerinkinden farkli

biiyiikliikte bant olusturan kokenlerin recA geni dizi analizine gonderilerek NCBL

Blast programinda genotiplerin dizileriyle kiyaslanmistir.
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Tablo 5 Primerler ve PZR kosullar1 *

Primer Dongii kosullar1
MMf+ - MMr+ 95°C 15dk 1 dongii
PR264 — PAR-2 94°C 30sn
PR219 - PR220 55°C 30sn 35 dongii
72°C 1dk

95°C 15dk 1 dongii
PR245 — PR247 94 °C 30sn
65°C 30sn 35 dongii

72°C 1dk

* 37 no’ lu kaynaktan alinmistir.

3.3.5 istatistiksel Degerlendirme

Calisma veri analizinde Microstat ve Instat istatistiksel yazilim programlar
kullanilmigtir. Akne siddeti ve genotip arasindaki iliskinin degerlendirilmesinde
Pearson’in ki- kare ve Kolmogorov Smirnov iki 6rnekli testleri kullanilmig, p < O.

005 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Ocak 2009- Haziran 2009 tarihleri arasinda Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi

Hastanesi Dermatoloji poliklinigine basvuran 58 akne hastasindan ve 43 kisilik

kontrol grubundan alinan 6rnekler degerlendirilmistir. Degerlendirmeye alinan hasta

ve kontrol grubunda cinsiyet dagilimi Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6 Hasta ve kontrol grubunda cinsiyet dagilimi

Cinsiyet Hasta (n %) Kontrol (n %) Toplam (n % )
Kadin 36 (62) 31 (72) 67 ( 66)
Erkek 22 (138) 12 (28) 34 (34)
Toplam 58 (100) 43 (100) 101 ( 100 )

Hasta ve kontrol grubu 15-35 yas araligindaki kisilerden olusturulmustur, yas
dagilimi Tablo 7°deki gibidir.

Tablo 7 Hasta ve kontrol grubundaki yas dagilimi

Yas arahig1

Hasta (n % )

Kontrol (n % )

Toplam (n % )

15-24 51(88) 37 (86) 88 (87)
> 25 7 (12) 6(14) 13 (13)
Toplam 58 (100) 43 (100) 101 ( 100 )
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Akne siddetlerine gore gruplandirilmis hastalarin, 17° si ( %30) hafif, 28° i ( %
48) orta ve 13° ii ( % 22) siddetli grupta yer almistir

4.1 Geleneksel Yontemlerle Bakterinin Tanimlanmasi

Yapilan tamimlama testlerinde tiim kokenlerin aerotolerans testi ile anaerop
olduklart belirlendikten sonra koloni morfolojileri gram pozitif difteroid basil

goriiniimleri, katalaz ve indol olusturma 6zelliklerine goére P.acnes denmistir.

Resim 4 Propionibacterium acnes’ in koyun kanli agardaki koloni goriintiisii
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Resim 5 Propionibacterium acnes’ in indol olugturmasi

4.2 Genotipik Test Sonuclar:

Tiim oOrnekler, Propionibacterium acnes’ e 0zgii primerler kullanilarak PZR
yontemiyle genotiplendirilmistir. Kokenlerin tamami ~ MMf+ - MMr+ ve PAR2-
PR264 primeri ile calisilmistir. MMf+- MMr+ primeri ile 633 baz ciftlik bant
olusumu, kokenlere Propionibacterim acnes veya Propionibacterium avium adini
koyarken, P. acnes recA genine 6zgii PAR2- PR264 primeri ile 334 baz ciftlik bant

olusumu kokenlerin P. acnes oldugunu dogrulamistir. ( Resim 6-7)

26



Ep En

Resim 6 MMf+- MMr+ primeri ile PZR (633bg) iiriinlerinin goriintiisii. L: 100
baz ciftlik belirte¢,H: hasta, Kp: pozitif kontrol( ATCC 11828), Kn: negatif

kontrol.

L: 100 bg

Resim 7 PAR2- PR264 primeri ile PZR (334bg) iiriinlerinin goriintiisii. L: 100
baz ciftlik belirte¢,H; hasta, Kp: pozitif kontrol( ATCC 11828), Kn: negatif

kontrol.
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PR219-PR220 primeri kullanilarak kdkenlerin tiimiinde Tip IA ve Tip IB ayrimi
yapilmistir. PR 219- PR 220 primerleri ile 508 baz ciftlik bant olusumu gozlenen
kokenler Tip IA, 716 baz ciftlik kokenler Tip IB olarak belirlenirken bant

gozlenmeyen kokenler ise Tip II olarak degerlendirilmistir. ( Resim. 8)

]

EKpl

L: 100 g

Resim 8 PR 219- 220 primeri ile PZR bant goriintiisii L: 100 baz ciftlik
belirte¢,H; hasta, Kp: ATCC 11828, Kpl: ATCC 11827, Kp2: P. acnes 6609
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Tip II kokenlerini belirlemek icin PR 245- PR247 primeri kullanilmis, 573 baz

ciftlik bant olusumu gozlenen kokenler Tip II olarak degerlendirilmistir ( Resim 9 )

H3i H4 HII Kl

L: 100 g

Resim 9 PR 245- PR 247 primeri ile PZR bant goriintiisii L: 100 baz ¢iftlik
belirteg, K1: ATCC 11828, K2: ATCC 11827, K3: 6609
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Hasta ve kontrol grubunda yer alan bazi kokenlerin genotipik Ozelliklerinde
farkliliklar gozlenmistir Biri hasta grubundan, dordii kontrol grubundan olmak
tizere toplam bes kiside iki farkli koloni morfolojilerine sahip kokenler izole
edilmistir. Molekiiler yonden incelendiklerinde bu kisilerde farkli iki genotipin
varligi saptanmistir (Tablo 8). Bulgularimiz ele alindiginda, bu kokenlerin dahil
oldugu grupta istatistiksel degerlendirmenin dogru yapilamayacagi saptanmis ve

bu kokenler istatistiksel degerlendirmenin disinda tutulmustur.

Tablo 8 Istatistiksel degerlendirme dis1 6rnekler ve genotipik ozellikleri

Kokenler * Genotipik test sonuclari

H57 Tip IA- IB, Tip IB ve Tip II : Bant olusumu gézlenmemistir
H58-A Tip IA

H58-B Tip IB

C40-A Tip IB

C40-B Tip II

C41- A Tip IA

C41-B Tip II

C42-A Tip IB

C42-B Tip IT

C43-A Tip IA

C43-B Tip IA- IB, Tip IB ve Tip II: Bant olusumu gézlenmemistir

*H; hasta, C; kontrol
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Diger yandan hastalardan (no:H57) ve kontrol grubundan (no: C43 ) birer
kisiden izole edilen kokenlerin genetik analizi yapildiginda Propionibacterium’a
ozgii (MMf+- MMr+) ve P.acnes recA genine 6zgii (PAR2- PR264 ) primerleri
ile PZR firiinleri elde edilmis, ancak genotipler icin kullanilan primerlerle
herhangi bir bant olusumu gézlenmemistir (Tablo 8). Bu iki kokenin PZR ile elde
edilen recA geni hem ileri hem de geri primerleri kullanilarak her iki yonde
otomatik dizi analizériinde dizilenmistir (REFGEN firmasi-Ankara). Elde edilen
dizileme sonuglart NCBI-Blast ile incelenmistir. Kokenlerden H57, P.acnes Tipl
rec A dizisi ile % 99, C43 ise P.acnes Tip Il recA geni ile %97 benzerlik

gostermistir.

Hastalar, akne lezyon tiplerine gore papiilopiistiiler ve nodiilokistik olmak

iizere iki gruba ayrilmis, genotiplerle lezyon tipine gore bir iliski saptanmamistir

( Tablo 9).

Tablo 9 Lezyon tipi ile genotip arasindaki iliski

Genotip Papiilopiisiitler Nodiilokistik
Tip IA 34 13

Tip IB 4 1

Tip II 3 1
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Akne siddetlerindeki genotip dagilimi Kolmogorov Smirnov iki ornekli testi ile
calisilmistir. Degerlendirme yapilirken akne siddetleri ikili gruplar halinde; hafif-
orta, orta- siddetli, hafif- siddetli olarak ele alinmistir. Istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmamustir. ( Tablo 10 )

Tablo 10 Lezyon siddeti ile genotip arasindaki iliski

Genotip Hafif Orta Siddetli
TipIA 14 22 11
TipIB 1 3 1

TipIl 2 2 0

Hasta ve kontrol grubundaki bazi orneklerde P. acnes tek basina bulunurken,
bazi1 Orneklerde beraberinde farkli mikroorganizmalarin da iiredigi gozlenmistir.
Buna gore hasta grubunun sadece 10’un da P.acnes yalmiz bagina, 41’inde kogiilaz
negatif stafilokoklarla (KNS) beraber, 5’inde ise KNS ve non-hemololitik
streptokoklarla birlikte bulundugu goriilmiistiir. Benzer sekilde kontrol grubunda
13’tinde P.acnes saf olarak iiretilmis, 23’iinde P.acnes KNS ile beraber izole
edilmis, 3’linde ise birer gram negatif basil, non-hemolitik streptokok ve gram pozitif
difteroid basil beraber bulunmustur. Herhangi bir P. acnes genotipi ile beraberinde
mikroorganizma bulunma durumu arastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski goriilmemistir, ayrica hasta ve kontrol grubu arasinda da anlamh bir farklilik

saptanmamustir (Tablo 11)
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Tablo 11 Hasta ve kontrollerden izole edilen P. acnes suslarinin genotip

dagilim ve eslik eden mikroorganizmalar

Hasta grubu Kontrol grubu
Genotipler | Tek basma | > 2 | Tek basma | > 2 | Toplam
P. acnes porg | P. acnes uorg
Tip IA 8 39 7 23 77
Tip IB 1 4 4 1 10
Tip II 1 3 2 2 8

saptanmamistir (Kolmogorov Smirnov testi ile, p> 0.005, Tablo 12)

Hasta grubundan, P. acnes’ in baska bir mikroorganizma ile beraber bulunmasi

halinde, akne siddetine bir etkisinin olup olmadigi irdelenmis anlamli bir fark

Tablo 12 P. acnes ve eslik eden mikroorganizmalarin akne siddetiyle

iligkisi
Akne siddeti Tek basmma P. > 2 porg. Toplam
acnes
Orta 5 22 27
Hafif 4 13 17
Siddetli 1 11 12

33




Hasta ve kontrol grubunda, P. acnes koloni sayilar1 belirlenmis, genotip ile

koloni sayis1 arasinda anlamli bir iliski bulunamamaistir. ( Tablo 13 )

Tablo 13 Propionibacterium acnes koloni sayis1 ve genotip dagilimi

Koloni Hasta grubu Kontrol grubu
sayist TipIA |[TipIB |TipIl | TipIA |[TipIB | TipII
(Kob/ ml)
10 4 1 1 7 0 0
10° 20 3 0 8 1 1
>10° 23 1 3 15 4 3

Tablo 14 Propionibacterium acnes koloni sayis1 ve akne siddeti

Koloni sayis1 (Kob/ ml) Orta Hafif Siddetli
10% kob/ ml 3 2 1
10’kob/ ml 12 5 6

> 10" kob/ ml 12 10 5
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S. TARTISMA VE SONUC

Derinin normal florasinda yer alan, bir takim firsat¢1 enfeksiyonlara yol acabilen
Propionibacterium acnes, akne vulgaris olusumunda 6nemli role sahip bir bakteridir.
Akne ozellikle ylizde, daha az siklikla sirt, gogiis ve omuzlarda da yer almaktadir.
Cok cesitli akne lezyonlar1 goriilmektedir. Bunlardan komedonlarin agik (siyah
nokta) veya kapali (beyaz nokta) sekilleri bulunmaktadir. Aknenin inflamatuvar
lezyonlar1 ise papiil, piistiil, kist veya nodiillerdir (9). Calismaya dahil ettigimiz
hastalarin lezyon tipleri 6ncelikle, komedonal, papiilopiistiiler ve nodiilokistik olmak
tizere {i¢ grupta toplanmistir. Lezyon tiplerine gore 40 hastada papiilopiistiiler, 15 kisi
de nodiilokistik akne belirlenmistir. Komedonal aknesi olan sadece bir Kkisi
saptanmistir. Yapilan istatistik testlerinden anlamli sonug¢ elde edilebilmesi icin bu
komedonal aknesi olan kisi, papiilopiistiiler akneli grubuna dahil edilmis, boylece
lezyon tipine gore hastalar; papiilopiistiiler ve nodiilokistik akneleri olanlar seklinde
iki grupta degerlendirilmis. Genotip IA her iki grupta da birinci sirada yer almis
(n:34 ve n:13), bunu Tip IB ve Tip II izlemistir (Tablo 9). Iki hasta grubunun lezyon
tipleri ile lezyonlardan izole edilen P. acnes kokenlerinin genotipleri arasindaki iligki
aragtirllmig, ancak yapilan istatistik  testlerine gore alamh bir  farklihik
saptanmamustir. Literatiire bakildiginda akne lezyon tipleri ile P. acnes’ in
genotipleri arasindaki iliskiyi aragtiran herhangi bir calismaya rastlanmamistir.
Genetik bir c¢alisma olmamakla beraber, iilkemizden bir veriyi yansitmasi
bakimindan 6nemli olan, Ergin ve ark. (38) tarafindan yapilan calismada, farkli
biyotip P.acnes kokenlerinin akne lezyonlarinda bulunma oram aragtirilmistir. Cogu
papulopiistiiler ve nodiilokistik lezyonlar1 olan 64 hastadan izole edilen P.acnes
kokenlerinin %62.5’i (n:40) biyotip I, %4.7’si (n.3) biyotip II, %31.3’ii (n:20)
biyotip III, %1.6’s1 (n:1) biyotip IV olarak saptanmistir.
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Benzer bir calisma da Japonya’dan Kishishita ve ark. (29) tarafindan, saglikli
kisilerin yiiz derilerinden izole edilen 128 P.acnes kokeninin, riboz, eritritol,ve
sorbitoli fermente etme Ozellikleri, hiicre duvarinda galaktoz bulundurup
bulundurmamalarina gore biyotiplemeleri yapilmis, serotip IB1, IB3, IB4 ve 1IB2’in
diger serotipler IB2 ve IB5’den daha fazla oldugu bulunmustur.

Calismamizda akne lezyon tiplerinin yani sira, akne siddeti belirlenerek
genotiplerle olan baglantisina bakilmistir. Akne siddeti belirlenirken GAGs yontemi
kullanilmistir ( 35 ). Siddet agisindan hastalar arasinda 27 kisi orta derece, 17 hasta
hafif, 12 hasta siddetli olarak tanimlanmistir. Her hasta i¢in belirlenen siddet skoru
ile bu hastalardan elde edilen kokenlerin genotipleri istatistiksel olarak
iliskilendirildiginde anlamli bir farklilik gozlenmistir. Bizim sonuglarin tersine,
genetik bir calisma olmamakla beraber bazi biyotiplerin daha siddetli lezyonlar
olusturduguna dair veriler bildirilmistir. Higaki ve ark. ( 39 ) akne lezyonlarindan
izole ettikleri P.acnes kokenlerinden ¢ogunun biyotip 3 oldugunu bunu, biyotip 1 ve
2’nin izledigini saptamiglardir. P.acnes biyotipinin (biyotip 1-5) lipaz aktivitesine ve
aknenin kizariklik derecesine etkisini incelemigler, Biyotip 3’iin daha siddetli
lezyonlar yaptigi, bu kokenlerin daha fazla miktarda butirik asit ve propionik asit

tirettiklerini bulmuslardir.

Bakterilerin viriilans 6zelliklerinin arastirildigi, saglikli kisilerin yiiz derisinden
izole edilen P.acnes kokenlerinin de yer aldig1 bir bagka calismada Frukowa ve ark.
(40 ) , 35’1 sarkoid lenf bezinden, 127’si baska viicut bolgelerinden izole edilen
P.acnes kokenlerinin serotipleriyle, hiicre kiiltiirlerinde invazivlik 6zelliklerini
kiyaslamiglardir. Her iki grupta serotip dagiliminda bir farklilik goriilmemistir.
Kokenlerin 112’sinde serotip I, 50’sinde ise serotip II tespit edilmistir. Serotip I
kokenlerinin  %71’1 hiicre Kkiiltiirtinde invazivlik gosterirken, serotip II’nin

hicbirisinde invaziv 6zellik bulunmamaistir.
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Bu ¢alismada, non-invaziv kdkenlerin PAmce ve PAP60 genlerinde delesyon, bu
delesyona bagh olarak, invazyonla iliskili proteinlerin (invasion- associated proteins)
bir veya daha fazla amino asidinde degisiklik goriilmiistiir. Calismamizda sadece
molekiiler testlerle genotiplemeye gidilmistir, ancak karbohidrat fermantasyonu
yapilmamistir. Bu nedenle biyotipleme veya serotiplemeyle yapilmis calismalarin
bizim calismayla kiyaslanmasi gercegi pek yansitmiyor olabilir. Kokenlerimizin
biyotiplendirilmesinin de yapilip, genotiplerle serotiplerin beraberce lezyon
siddetindeki yerinin yeniden irdelenmesinde yarar vardir, bir sonraki hedeflerimiz

icinde bulunmaktadir.

Farkli genotiplere sahip P.acnes ile yapilan bir ka¢ calisma bulunmaktadir.
Shannon ve ark. (37) yapmis olduklan calismada; Tip IA yiizeyel infeksiyonlarda
daha fazla bulunurken, Tip IB ve Tip II’ nin invaziv olgularda yaygin oldugu
belirlenmistir. Benzer bulgular Cohen ve ark. ( 32) yapmis olduklart baska bir
calisgmada alinmistir. Prostat dokularindan alinan 6rnekler incelenmis ve baskin
olarak P. acnes ( % 35) iretilmistir. Yine aym arastiricilar, prostat kanserli
hastalarin radikal prostatektomi drneklerinde Tip IB ve Tip II nin baskin olarak izole
edildigini bildirmislerdir. P. acnes in prostatik inflamasyonda yiiksek derece etkili
olabilecegi dolayisiyla bu bakterinin prostat kanserinde roliiniin olabilecegi
savunulmustur. Sampedro ve ark. (34) ise ortopedik implantt olan hastalardan izole
edilen P. acnes kokenlerinin infeksiyonla ya da kolonizasyonla olan iligkisini
aragtirmiglardir. Buna gore cikartilmis protezlerin yiizeyinden iirettikleri P.acnes
kokenlerinin genotiplemesi yapilmis ( Tip IA, IB, II ve III ) ve infeksiyonla olan
iliskisi arastinllmistir. En fazla P. acnes Tip 1 ( % 62) bulunmus ve bunu Tip II ( %
38) takip etmistir. Kolonizasyonda da benzer sonuglar elde edilmistir. Infeksiyon ve

kolonizasyonda genotipler arasinda iliski saptanmamustir.
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Bizim ¢alismamizda ise hasta gruplar incelendiginde Tip IA ( 47) nin baskin
olarak gozlendigi, Tip IB ( 5) ve Tip II (4) nin daha az oranda oldugu saptanmistir.
Bu haliyle yiizeyel infeksiyonlarda TiplA’ nin daha fazla goriildiigii sonucuna

varilan ¢alismalarla uyumluluk gostermektedir.

Kiiltiirle 6rneklerden P.acnes’in yalniz basina veya baska bir mikroorganizma
elde edilmesi halinde akne siddeti iizerine bir etkisinin olup olmadigi irdelendiginde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdzlenmemistir. Koloni sayisinin da klinik
siddete herhangi bir etkisi bulunmamistir. Klasik kitaplara gore bakteri yogunlugu ve
akne siddeti arasinda bir iligki gozlenmedigi belirtilmistir. ( 1) Ancak bu bilgilerin
tersine lilkemizde Bahar ve ark. yaptiklan caligmada, folikiil kiiltiiriinden P.acnes’in
yalniz basina saf bulunmasi halinde lezyon siddetinin daha fazla olacagim

gostermektedir. (41)

Hasta ve kontrol grubundan elde edilen bazi kokenlerde genotipik testler sonucu
farkliliklar gozlenmistir ( Tablo 8). Biri hasta grubundan, dordii kontrol grubundan
olmak {iizere bes kiside fenotipik olarak koloni morfolojileri farkli kokenler izole
edilmistir. Molekiiler yonden incelendiklerinde bu kisilerde iki farkli genotipin
varlign saptanmistir. Bu kisilerin kiiltiirlerinde P.acnes diger bir bakteri ile birlikte

bulunmamastir .

Diger yandan hastalardan (no:57) ve kontrol grubundan (no: C43 ) birer kisiden
izole edilen kokenlerin genetik analizi yapildiginda Propionibacteriuma ozgii
(MMf+- MMr+) ve P.acnes recA genine 6zgii (PAR2- PR264 ) primerleri ile PZR
tiriinleri elde edilmis, ancak genotipler i¢in kullanilan primerlerle herhangi bir bant
olusumu gozlenmemistir. Bu iki kokenin PZR ile elde edilen recA geni hem ileri hem
de geri primerleri kullanilarak her iki yonde otomatik dizi analizoriinde dizilenmistir

(REFGEN firmasi-Ankara).
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Elde edilen dizileme sonuclari NCBI-Blast ile incelenmistir. Kokenlerden 57
nolu drnegin rec A dizisi Tip I ile % 99, C43’iin ise P.acnes Tip Il recA geni ile
%97 benzerlik gostermistir. Bu haliyle farkli bir genotip oldugu diisiiniilebilir. Bu

kokenlerin ileri molekiiler ve biyokimyasal testlerin yapilmasi gerekmektedir.

Calismamizda genotipler ile akne lezyonlarin siddet skorlar ve lezyon tipleri
arasinda bir iligki bulunamamistir. Bulgular, P.acnes genotipleri ile akne siddeti
arasinda herhangi bir baglanti gostermese de bu calisma, simdiye kadar molekiiler
arastirmalarla P.acnes’in genotiplemesinin yapilmadigi Tiirkiye icin bir veri tabam
olusturacaktir. Verilerimiz, bu farkli P.acnes genotiplerinin fenotipik ozelliklerini
incelemek ve akne siddetiyle iliskisini arastirmak i¢in ileride yapilacak calismalarda

yol gosterici olacaktir.
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