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RESUMEN

Con el objeto de determinar la presencia relativa de los biotipos, propiedades bioquimicas
y susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Propionibacterium acnes aisladas de personas
con diagndstico de acné vulgar, se realizé un estudio microbioldgico. Las muestras fueron
obtenidas de lesiones faciales, efectuandose posteriormente cultivo, analisis bioquimico,
prueba de susceptibilidad a antimicrobianos y en cepas resistentes se buscod las bases

moleculares de esta resistencia.

De un total de 42 muestras, se aislaron 25 cepas de P. acnes de diferentes pacientes.
Todas ellas fueron biotipificadas, de acuerdo a su capacidad sacarolitica, encontrandose
con mayor frecuencia el biotipo III y en orden decreciente los biotipos IV, V y 1. El biotipo

I1I fue asociado también con los casos mas severos de acné vulgar.

Las cepas del biotipo III presentaron mayor capacidad sacarolitica que los otros biotipos.
Por otra parte, el 90% de las cepas presentd actividad proteolitica sobre prolina, leucina y
fenilalanina, independiente del biotipo de pertenencia. Ademas, el 20% de las cepas del

estudio reacciond con el sustrato fluorescente fosfato (biotipos I, III y IV).

En el estudio de susceptibilidad antimicrobiana fueron halladas dos cepas (8%) resistentes
a macrdlidos, con un patron de resistencia fenotipica del tipo MLS;. La CIM de eritromicina
y clindamicina fue mayor a 2 ug/ml, en ambas cepas. No se encontraron cepas resistentes

a tetraciclina.

Finalmente en las cepas resistentes se buscd la presencia del gen de resistencia erm (X).
En ambas cepas se encontrd un producto de amplificacidon, el cual fue confirmado

mediante secuenciacion del ADN de las cepas.

En conclusion, el biotipo III de A. acnes se aisla con mayor frecuencia en pacientes
afectados por acné; tiene una mayor capacidad metabdlica que los otros biotipos
detectados y fue uno de los biotipos en que se encontré gen de resistencia, todo lo cual
indica que este puede ser el biotipo mas prevalente en la poblacién chilena, lo que es

preocupante por su relacion con los casos mas severos de acné vulgar.



SUMMARY

BIOCHEMICAL AND ANTIMICROBIAL STUDIES IN PROPIONIBACTERIUM
ACNES STRAINS ISOLATED FROM ACNE LESIONS IN HUMANS

In order to determine the relative presence of the biotypes, biochemical properties and
antimicrobial susceptibility of Propionibacterium acnes strains isolated from individuals
diagnosed with acne vulgaris, we performed a microbiological study with clinical
specimens obtained from the facial skin. Microorganisms were isolated by culture and then
characterized biochemically and subjected to antimicrobial susceptibility testing. The

molecular basis of the resistance was also searched in resistant isolates.

Of 42 samples analysed, a total of 25 strains of P. acnes were isolated from different
patients. All of them were biotyped according to their saccharolytic properties. Biotype III
was the most frequent biotype isolated, being found in more of 50% of patients,
followed in decreasing order by biotypes IV, V and I. Biotype III was also associated with

more severe cases of acne vulgaris.

Biotype III isolates exhibited a more saccharolytic capacity than the other biotypes found.
On the other hand, 90% of the strains showed proteolytic activity on proline, leucyne and
phenylalanine, independent of the biotype of belonging. Furthermore, 20% of these
strains reacted with the fluorescent substrate phosphate (biotypes I, III and IV).

In the antimicrobial susceptibility analysis two macrolide resistant strains (8%) were found
with a MLSg phenotypic resistance pattern. Their minimal inhibitory concentrations to
erythromycin and clindamycin was > 2 ug/ml. None tetracycline resistant strain were

found.
Finally, resistant strains were searched for the presence of the gene erm (X) by PCR,

detecting the resistance determinant in both isolates. The identity of the erm (X) gene was

confirmed by DNA sequencing of amplification products.

Vi



In conclusion, P. acnes biotype III was the most frequent biotype isolated in patients
affected by acne vulgaris. 1solates belonging to this biotype III had a major metabolic
capacity to carbohydrates than the other isolated biotypes, and the erm (X) resistance
gene was identified in two resistant isolates belonging to this biotype. All these findings
suggest that biotype III isolates could be the most prevalent biotype in chilean people,

what is worrisome since it is related with more severe cases of acne.
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I. INTRODUCCION

La piel como drgano superficial del cuerpo humano y de los mamiferos en general, cumple
importantes funciones de proteccién que requieren la integridad de su estructura. Las
enfermedades que afecten a este érgano induciran la disminucién de su capacidad para
mantener esta barrera defensiva. Por otro lado y en particular para los seres humanos, la
visibilidad de las enfermedades cutaneas involucra una importante dimension psicosocial.
Estos dos aspectos hacen que en la actualidad exista una mayor preocupacion por las
patologias de la piel, tanto en el diagndstico como en el tratamiento de ellas.

Diversos métodos han profundizado en el estudio de la estructura y funcién de la piel,
tales como microscopia electronica, biologia molecular y celular, bioguimica, genética,
inmunologia y microbiologia. Estos han permitido conocer sus caracteristicas y la forma en

que interactda con el medio interno y externo del organismo.

Los estudios microbioldgicos realizados en piel humana describen la existencia de una
pequena proporcion de bacterias anaerobias estrictas respecto de las bacterias aerobias,
siendo Propionibacterium acnes el anaerobio mas significativo, especialmente a nivel de
las glandulas sebaceas. Esta bacteria tiene un importante rol en la patogénesis del acné,
donde contribuye a la formacién de lesiones inflamatorias debido a su capacidad de

producir enzimas y factores quimiotacticos.

Durante mas de 20 afos se han utilizado antibiéticos, principalmente las tetraciclinas, en
el tratamiento del acné, pero ya a fines de los afios noventa, se informa un aumento

creciente de la resistencia a tetraciclinas en cepas de P. acnes en el mundo.

En Chile existe escasa informacion acerca de la susceptibilidad antimicrobiana de cepas de
P. acnes aisladas de pacientes con acné y las cepas aisladas no han sido caracterizadas.
Es por ello que este trabajo constituye un aporte al conocimiento de las caracteristicas
bioquimicas y susceptibilidad antimicrobiana de este agente bacteriano en la poblacion

chilena.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

Estructura y funcion de la piel. La piel es un érgano superficial (no compacto) que
reviste y protege la superficie externa del organismo. La superficie global (en el adulto)
varia entre 1,6 - 2 m? y su espesor oscila entre 1,5 y 4 mm (sin tejido subcutdneo). Se
compone de tres capas: epidermis, dermis y tejido subcutaneo.

La epidermis estd constituida en un 90% por queratinocitos, melanocitos, células de
Langerhans y células de Merkel. La dermis esta constituida por fibroblastos y matriz
extracelular y en ella se sitUa el sistema vascular, nervios cutaneos y sistema inmune
celular. Finalmente el tejido subcutaneo, el cual se compone de células grasas y tejido

conectivo (Rassner, 1999 a).

La piel forma ademas distintos anexos cutaneos, como unas, pelos y glandulas. La
glandula sebacea es una prolongacién del foliculo piloso, cuyo conducto secretor drena
lateralmente en el foliculo. EI nimero y densidad de las glandulas sebaceas se

corresponde con el de foliculos pilosos (Rassner, 1999 a).

La glandula sebacea y el foliculo piloso constituyen por lo tanto un foliculo sebaceo,
también llamado unidad pilosebacea localizandose sobre el rostro, el pecho y la espalda
(Figura 1) (Brown y Shalita, 1998).

Figura 1. Foliculo pilosebaceo. 1. Epidermis; 2. Infundibulo; 3. Pelo velloso; 4. Lobulillos de las
glandulas sebaceas. Fuente: Rassner, 1999 b.




La piel, como érgano externo del organismo, se enfrenta a una diversidad de factores
ambientales y a microorganismos frente a los cuales cumple una funcién de proteccién y
frontera. Pero también es capaz de impedir el intercambio incontrolado de sustancias
entre el cuerpo y el entorno, contribuyendo asi a mantener la homeostasis interna. La piel
cumple, ademas, con una funcidn sensitiva, una importante funcién metabdlica, debido a
que puede acumular agua y grasa y ademas participa en la sintesis de la vitamina D; por
Ultimo desempena un papel esencial en la comunicacion psicosocial, sobretodo a nivel
facial. Su aspecto sera valorado para obtener conclusiones acerca de su edad, estado
animico, salud y caracter (Rassner, 1999 a).

Microbiota de la piel humana. La piel constituye el nicho ecoldgico mas extenso del ser
humano. Esta colonizada por un nimero limitado de microorganismos residentes, los que
son capaces de soportar el estrés asociado con las caracteristicas fisicas de la piel;
tension de oxigeno, concentracién idnica y exposicion a radiaciones U.V. (Allaker y Noble,
1993).

La microbiota cutdnea residente estd constituida por un predominio de bacterias
grampositivas anaerobias facultativas, destacando las especies de los géneros
Staphylococcus, Micrococcus y Corynebacterium, mientras que entre las bacterias

anaerobias estrictas destacan especies del género Propionibacterium (Funke et al., 1997).

Cuatro grupos de microorganismos colonizan las areas ricas en sebo: Propionibacterium
(P. acnesy P. granulosum), Staphylococcus , Micrococcus, y \a levadura Malassezia furfur
(Pityrosporum), estando presentes tanto en la superficie de la piel como en los foliculos
sebaceos (Holland, 1989).

P. acnes. E|l género Propionibacterium esta conformado por bacterias corineformes
grampositivas, inmdviles, no esporuladas, que se agrupan en empalizada o “letras chinas”.
Las especies mas significativas son P. acnes, P. granulosumy P. avidum. Crecen en forma
optima en anaerobiosis a 35° C. Se encuentran en la piel, cavidad oral, tracto
gastrointestinal y urogenital (Bojar y Holland, 2004). Se distinguen por la formacién de
propionato y acetato como principales metabolitos de la degradacién de la glucosa (Funke
et al., 1997).



En la piel, las propionibacterias habitan la superficie de las areas sebosas y los foliculos
pilosebaceos contribuyendo a mantener el ecosistema cutaneo saludable al ocupar un
nicho que, de otro modo, podria ser colonizado por microorganismos patégenos. P.acnes
y P. granulosum son comunmente aislados en areas de la piel ricas en sebo (cabeza,
pecho y espalda) con reservorio en el foliculo pilosebaceo, (Puhvel et al., 1975; Leeming
et al., 1984) mientras que P. avidum es localizado principalmente en la axila (Leyden et
al, 1975; McGinley et al, 1978). Si bien P. acnes predomina sobre otros constituyentes
de la microbiota normal en el foliculo pilosebaceo, coloniza sélo aproximadamente el 20%
de ellos. EI microorganismo aparece en la pubertad y alcanza aproximadamente 10° U.F.C.
(unidades formadoras de colonias) por foliculo (Funke et al., 1997).

P. acnes produce varias enzimas destacando proteasas, hialuronidasa, lipasa, fosfolipasa
C, neuraminidasa, fosfatasa acida, histamina y triptamina (Eady e Ingham, 1994), que

actuarian como factores de virulencia al promover la lisis celular.

El producto de las glandulas sebaceas holocrinas (sebo) se compone de triglicéridos y
acidos grasos (Rassner, 1999 a). Se ha propuesto que los acidos grasos libres producidos
por la actividad de la lipasa de P. acnes sobre el sebo, contribuyen a la multiplicacion

bacteriana y a la colonizacion del foliculo sebaceo (Higaki, 2003).

Los foliculos sebaceos pueden dilatarse por factores del hospedero acumulandose
corneocitos descamados en forma anormal, dando origen a una lesion denominada

comeddn que es posteriormente invadido por P. acnes (Kligman y Strauss, 1960).

La lipasa de A. acnes hidroliza simultdneamente las posiciones o y B de los triglicéridos,
produciendo acidos grasos libres y glicerol. Esta enzima es estable y activa a pH entre 5 y
8; si el pH es menor que 5, la actividad de la lipasa es mas débil. Ademas, la lipasa
aislada de cepas de reciente aislamiento muestra una mayor actividad catalitica que
aquella obtenida de subcultivos. La actividad de esta lipasa puede ser inhibida por las
tetraciclinas (Eady et a/, 1993), macrdlidos y lincosamidas (Gemmell y Unkles, 1982;
Greenwood et al.,, 1986) pero no por streptomicina, neomicina o penicilina G (Shalita y
Wheatley, 1970).



La particular composicion de la pared celular de las propionibacterias las hace resistentes
a la degradacion intracelular (Dawes et al., 1974; Ko et al., 1981; Quinn, 1990) y ademas
tiene un efecto estimulante sobre el sistema inmune (Epstein y Sugiyama, 1978; Hirt et
al., 1978; Kirchner et al., 1978; Okamura et al., 1982; Roszkowski et al., 1990)

Con respecto a su efecto inmunoestimulante se describen las siguientes propiedades:

e Activacién y proliferacion de macrofagos en bazo, pulmones, higado y nddulos
linfaticos.

e Incremento de la habilidad presentadora de antigenos de los macréfagos
induciendo una respuesta humoral, tanto de manera dependiente como
independiente de linfocitos T, aumentando significativamente los titulos de
anticuerpos al ser usado como adyuvante.

e Incremento en la actividad de las células NK.

e Induccion de respuesta inmune celular, causando el aumento en la produccion de
TNFa e INF, incrementando la resistencia antivirica y antibacteriana.

e Actividad antitumoral reduciendo el crecimiento de tumores.

Por estos efectos, se han utilizado en medicina humana y veterinaria como tratamiento
complementario en pacientes con cancer (Gialdroni-Grassi y Grassi, 1985; Quinn, 1990),
para incrementar la resistencia frente a enfermedades viricas y bacterianas (Kirchner et a/,
1977; Kirchner et al., 1978; Quinn, 1990; Markowska-Daniel et al., 1993; Blecha, 2001) y
para producir incremento de la actividad de fagocitos y maduracidon de granulocitos (Ko et
al, 1981; Roszkowski et al., 1990; Quinn, 1990; Markowska-Daniel et al., 1992).

A partir de la década de 1990 se ha reconocido la capacidad de A. acnes de ser un
patdgeno primario en pacientes con factores predisponentes (Brook y Frazier, 1991). Entre
los factores de riesgo mas importantes destacan los procedimientos quirirgicos que
involucran la insercion de dispositivos médicos, especialmente prétesis de rodilla, valvulas
cardiacas y conexiones ventriculo - peritoneales y la diabetes (Brook y Frazier, 1991;
Jakab et al., 1996; Funke et al., 1997; Tunney et al., 1999). Este microorganismo ha sido
también asociado con el sindrome de SAPHO (sinovitis, acné pustular, hiperostosis y
osteomielitis), provocando cambios inflamatorios agudos en el hueso afectado (Kirchhoff

et al., 2003). P.acnes fue reconocido como patdgeno primario en el 25% (8/32 casos) de
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mediastinitis post quirtrgica (PSM) (Tammelin et al., 2002). Sin embargo, su rol patdgeno
principal esta representado por su participacion en la patogénesis del acné vulgar.

Acné vulgar. El acné vulgar es una enfermedad enddgena limitada a la piel que afecta al
foliculo sebaceo con limitacién topografica (cara, parte superior del cuerpo) y temporal
(pubertad, adolescencia). Casi todos los jovenes tienen sintomas de acné, pero las formas
graves sblo aparecen en ocasiones y sobretodo en varones. La enfermedad puede
(sobretodo en sus formas mas severas) determinar graves consecuencias psicosociales en
una etapa labil del desarrollo fisico y psiquico. Ademas, pueden producirse importantes
cicatrices por acné. Se divide en tres estadios (Rassner, 1999 b):

1. Estadio no inflamatorio: con comedones cerrados y abiertos en cantidad variable,
sin o con escasas lesiones inflamatorias. Frecuente (pero no constante) evolucion a
la fase inflamatoria.

2. Estadio inflamatorio: donde en funcién del nivel de gravedad y de la extensién de
la inflamacién se distinguen dos formas:

e Acné papulostoso: papulas o papulopustulas inflamatorias enrojecidas.
e Acné nodoso: con formacidn de nddulos inflamatorios, enrojecidos, de
hasta 1cm de diametro, aislados o confluentes, no abscesificantes, que sélo

regresan lentamente.

Las formas mas graves de acné inflamatorio evolucionan al estadio residual; si no

es asi, a la curacién progresiva.

3. Estadio residual: con formacion de quistes y cicatrices de distintos tipos y tamarios

(a veces atroficos y otras hipertroficos).

Multiples estudios realizados hasta la fecha coinciden en que son cuatro las alteraciones

basicas que se producen en la patogenia del acné:

e Alteracion en la produccidn de sebo, tanto cuantitativa como cualitativamente.
e Hiperqueratosis folicular, con la consecuente obstruccion del canal pilosebaceo:
comedogénesis.

e Cambios en la microbiota bacteriana, con proliferacion de P, acnes.



e Inflamacién como respuesta del organismo para defenderse de los factores que
alcanzan la dermis.

La comedogénesis, una anormalidad en el proceso de descamacién de los corneocitos
foliculares en los conductos de los foliculos sebaceos, es un hecho central en la patogenia
del acné. La comedogénesis comienza con la dilatacién de los foliculos sebaceos como
resultado de la acumulacién de los corneocitos descamados en forma anormal. Se
denomina comedogénesis porque se forma un microcomeddn, lesién precursora
microscopica, clinicamente inaparente. El microcomeddn evoluciona hacia una lesion
clinicamente aparente, no inflamatoria tales como el comedén abierto o punto negro, o

bien, comeddn cerrado o punto blanco (Figura 2) (Kligman y Strauss, 1960).

§
2
=
B
=
=z
i
=
=
£
=

Figura 2. Comeddn. Izquierda microcomeddn, centro comeddn abierto, derecha comeddn
cerrado. Fuente: James, 1995.

Los foliculos sebaceos conteniendo microcomedones, proveen un medio anaerdbico rico

en lipidos en el cual P. acnes se multiplica. La inflamacion es el resultado directo o




indirecto de la proliferacion de A. acnes. El microorganismo produce una lipasa
extracelular que hidroliza los triglicéridos del sebo a glicerol y acidos grasos libres; el
glicerol es usado por él, como un sustrato de crecimiento, y los acidos grasos tienen

propiedades proinflamatorias y comedogénicas (Brown y Shalita, 1998).

P. acnes también libera factores quimiotacticos, los cuales atraen neutrdfilos al lumen
folicular. La ingestion de P. acnes por los neutrdfilos al interior del foliculo, produce la
liberacién de enzimas hidroliticas intracelulares, pero no la muerte de la bacteria. Se ha
demostrado que existen anticuerpos especificos contra P. acnes en los microcomedones;
la interaccion entre estos anticuerpos y el P. acnes produce la liberacion de proteasas
hidroliticas que tienen importancia en el dafo del epitelio folicular, eventualmente
causando la expulsidon del contenido folicular en la dermis. Con la ruptura del epitelio
folicular, lipidos sebaceos, pelos, P. acnesy células epiteliales cornificadas son vaciados en
la dermis, provocando inflamacion. Los lipidos, pelos y células cornificadas producen una
reaccion no inmune, tipo cuerpo extrafio asociada primero con células mononucleares y
mas tarde con macrdfagos y células gigantes. P. acnes activa tanto la via clasica como la
via alterna del complemento y se produce un factor quimiotactico de neutrofilos derivados
de C5 (C5 a), mientras que simultdneamente aumenta la liberacidn de enzimas hidroliticas
desde neutrdfilos (James, 1995). Varias enzimas extracelulares producidas por el P. acnes,
tales como hialuronidasas y proteasas pueden ser también importantes en la inflamacion

asociada con el acné (Voss, 1970).

La ruptura folicular y la extension del proceso inflamatorio dentro de las profundidades de
la dermis resultan en la formacion de las lesiones inflamatorias del acné vulgar: papulas,

pustulas y nodulos (Brown y Shalita, 1998).

La figura 3 esquematiza la progresién de las lesiones en acné no inflamatorio e

inflamatorio.



Figura 3. Progresion de las lesiones en acné. A: foliculo normal; B: comeddn abierto (punto
negro); C: comedon cerrado (punto blanco); D: papula; E: pustula. Fuente: Russell, 2000 b.

En la figura 4 se aprecian las manifestaciones clinicas mas frecuentemente encontradas en

los tres estadios de acné vulgar.

Figura 4. Manifestaciones clinicas de acné vulgar. Izquierda: acné comedogénico; centro:
acné inflamatorio (papulas y pustulas); derecha: acné nddulo quistico. Fuente: Russell, 2000 b.

Segun el tipo y extension de las lesiones, el acné inflamatorio se ha subdividido en 3
grados (Tabla 1) (Pochi et al,, 1991 citado por Molgd, 1993):

Tabla 1. Grado de severidad de lesiones de Acné Inflamatorio

Severidad Papulas/pustulas Nodulos
Leve Pocas o varias No
Moderado Varias a muchas Pocos a varios
Severo Numerosas y/o extensas Muchos




Por otro lado, los pacientes con acné tienen una concentracion significativamente mas
baja de acido linoleico en los lipidos de la superficie de su piel que las personas sin acné.
En otras palabras, a medida que la secrecion sebacea aumenta, existe una
correspondiente disminucién del contenido de acido linoleico de los ésteres de la cera,
triglicéridos y acidos grasos libres de los lipidos superficiales. El papel esencial del acido
linoleico es la mantencion de la integridad y funcion del estrato cérneo; y también
probablemente del epitelio folicular (Figura 5). Existe una disminucién de las ceramidas lo
que conduce a una alteracion de la barrera del agua en el estrato cérneo. El colesterol
también estd disminuido, produciendo de esta manera una mayor adhesién de los
corneocitos. En personas con acné la secrecién sebacea es alta y la concentracién de
linoleato es consecuentemente baja; por lo tanto, la mezcla de lipidos que rodean el
epitelio folicular es deficiente en acidos grasos esenciales. El escualeno y los acidos grasos

libres tienen propiedades comedogénicas (Gonzalez-Serva, 1996).

Aumento puberal de produccién de testosterona vy dihidrotestosterona

¥

l Hiperreactividad de la glandula sebdcea |

v

| Aumento de la produccion de Sebol

v v

Disminucion en la cantidad Aumento del ndimero de
de acido linoléico del sebo Propionibacterium acnes

Alteracién en el proceso I Produccion de comedones ’7
de queratinizacion
h 4

Liberacion de fragmentos
de bajo peso molecular
de la pared celular
de P acies

v

Quimiotaxis de PMN,
linfocitos y macréfagos
Inicio de la inflamaciéon

v

Activacion de linfocitos B
Produccion de anticuerpos
Inflamacion intensa

Figura 5. Patogenia del acné vulgar. Fuente: Gonzalez-Serva, 1996
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Tipificacion de P. acnes. P. acnes puede ser subdividido en 5 biotipos y en 2 serotipos.
La division en biotipos (I, II, III, IV o V) esta basada en la fermentacion de tres azlcares:
ribosa, eritritol y sorbitol (Kishishita et al., 1979) (Tabla 2).

La clasificacion en serotipos se basa en la deteccién de galactosa en la pared celular de las
bacterias. El serotipo I tiene galactosa y el serotipo II carece de ella (Cummins y Johnson,
1972; Kishishita et al., 1979).

Los biotipos Iy II pertenecen a los serotipos I o II de P. acnes, mientras que los biotipos
ITI, IV y V pertenecen al serotipo I de P. acnes (Tabla 3) (Cummins y Johnson, 1972;
Higaki, 2003).

Tabla 2. Biotipificacion de P. acnes, basado en el test de fermentacion de azlcares.

Biotipo Ribosa Eritritol Sorbitol
I + + +
II + + -
III1 + - +
IV + - -
\'} - - -

Tabla 3. Relacion entre biotipos y serotipos de A. acnés, basado en la deteccién de
galactosa en la pared celular.

Serotipo I galactosa (+) Biotipo I
Biotipo II
Biotipo III
Biotipo IV
Biotipo V

Serotipo II galactosa (—) Biotipo I
Biotipo II
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Existen estudios que sefalan que la actividad de la lipasa de P. acnes estaria influenciada
por el biotipo de la bacteria. El biotipo III es aislado de lesiones mas severas de acné que
otros biotipos. También se ha reconocido que un cambio proporcional en la actividad de la
lipasa de P. acnes se relaciona con un aumento tanto de las colonias de P. acnes como del
grado de las lesiones de los pacientes con acné y ademas, las mas fuertes actividades de
lipasa fueron vistas en el biotipo III de P. acnes (Higaki, 2003).

Susceptibilidad antimicrobiana de P. acnes. Como consecuencia de la compleja
patogenia, no existe un tratamiento habitual del acné. Se debe tener en cuenta el estadio
del acné y el nivel de gravedad, junto con los factores individuales. Los objetivos
terapéuticos son las alteraciones de la queratinizacion y los comedones, la seborrea y la
colonizacion bacteriana del foliculo, junto con la inflamacion (Rassner, 1999 b), para lo
cual se emplean dos tipos de medicamentos: antimicrobianos y drogas
anticomedogénicas.

Los antimicrobianos que han demostrado mayor actividad contra AP. acnes son las

tetraciclinas y los macrolidos, tanto por su actividad bactericida como inmunomoduladora.

En cuanto a las terapias tdpicas, ademas de sus propiedades bactericidas, el peroxido de
benzoilo muestra una marcada actividad queratolitica y promueve el recambio de las
células epiteliales por lo que es, desde hace varios afios, uno de los farmacos mas usados
para controlar el acné (Russell, 2000 a).

El uso de antibidticos tdpicos es efectivo en el tratamiento del acné vulgar inflamatorio;
clindamicina y eritromicina son los agentes mas comunmente usados (Brown y Shalita,
1998).

En el tratamiento sistémico, los antibidticos mas usados son las tetraciclinas y la
eritromicina. Tienen una accion antiinflamatoria, disminuyen el contenido de acidos grasos
libres del sebo, mediante la inhibicion de la produccién de la lipasa de P. acnes o bien por
sus efectos bacteriostaticos. Lincomicina y clindamicina también podrian inhibir la lipasa de

P. acnes con pequefios efectos sobre su crecimiento (Higaki, 2003).

Resistencia antimicrobiana de P. acnes. En los Ultimos 20 afios ha habido un

aumento significativo en la resistencia antimicrobiana de cepas de P. acnes,
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incrementando desde 20% en 1978 a 62% en 1996. La resistencia ha afectado
especialmente a eritromicina, clindamicina, tetraciclina, doxiciclina, y trimetoprim; aunque
la resistencia a minociclina es menor (Cooper, 1998). Un estudio Europeo sobre la
susceptibilidad a antibidticos de P. acnes encontré 2,6% de cepas resistentes a
tetraciclina, 15,1% a clindamicina y 17,1% a eritromicina, no observando resistencia a
linezolid, benzylpenicilina o vancomicina (Oprica et al, 2005 a). Estos ultimos
antimicrobianos son activos contra P. acnes pero su uso estd indicado en infecciones
severas post quirlrgicas o septicemias, en casos de alergia a otros antibiéticos, o en casos
de resistencia a otros antimicrobianos. Ademas, linezolid y vancomicina son de

administracion parenteral.

Un estudio Japonés encontrd un 10,4% de cepas resistentes a eritromicina, cuatro de las
cuales tuvieron resistencia cruzada con clindamicina. En este estudio no encontraron el
gen erm (X), como determinante de resistencia, sino que mutaciones en el gen 23S del
ARNr (Ishida et al. 2008).

Las cepas de P. acnes resistentes a eritromicina han sido clasificadas en cuatro categorias
fenotipicas basandose en sus patrones de resistencia a los macrélidos, lincosamidas y
estreptogramina B (MLSg). EI mecanismo mas frecuente de resistencia son las mutaciones
en distintos sitios del gen que codifica la regidn peptidil transferasa del dominio V de la
subunidad 23S del ARNr. Una transicion 2058 A—G, determind la emergencia de cepas
altamente resistentes a eritromicina y resistencia variable a otros macrdlidos vy
clindamicina (fenotipo I), mientras que la transicion 2057 G—A esta asociada con un bajo
nivel de resistencia a eritromicina (fenotipo III). Por su parte, la transicion 2059 A—G esta
asociada con un alto nivel de resistencia a todos los macrolidos y elevada pero variable

resistencia a clindamicina (fenotipo IV) (Ross et al., 1997; Oprica et al., 2005 b).

Respecto a la resistencia a tetraciclinas de 2. acnes se ha determinado que la transicion
G—C, equivalente a la base 1058 de Escherichia coli, en la subunidad 16S del ARNr, es
responsable de la resistencia clinica a este antimicrobiano (Ross et a/., 1998; Oprica et al.,
2005 b).

Con respecto a la adquisicion de genes de resistencia, se ha observado en las bacterias

grampositivas el determinante de resistencia erm. El gen erm (erythromycin ribosome
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methylase) codifica una enzima que dimetila un residuo especifico de adenina en la
subunidad 23S del ARNr, produciendo un cambio conformacional en el ribosoma que
disminuye la afinidad a macrdlidos, lincosamidas y estreptogramina B, farmacos
quimicamente distintos pero con similar mecanismo y sitio de accion. Esta resistencia

cruzada se conoce como resistencia fenotipica MLSg (Camponovo, 2002).

Se ha demostrado que cepas de P. acnes portadoras del mecanismo de resistencia MLSg,
presentan el transposdn Tn 5432, que contiene el gen de resistencia erm (X), descrito
inicialmente en Corinebacterias (Ross et al., 2002).

En Chile, un estudio efectuado con cepas aisladas de pacientes con acné antes del afio
2001 encontré un bajo porcentaje de resistencia a macrolidos (3,8%) y lincosamidas
(1,9%). No obstante, las cepas no fueron caracterizadas mas alla de especie y el problema

de la resistencia podria haber cambiado en los Ultimos afios (Glibelin et al., 2006).
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HIPOTESIS

Dado que las cepas de P. acnes estudiadas provienen de pacientes con diversos grados de
acné (Higaki, 2003) y de diferentes lugares de la Regidon Metropolitana y que la resistencia
antimicrobiana comunicada en un estudio anterior es menor a la informada en el
extranjero, se plantea la siguiente hipdtesis:

“Las cepas de Propionibacterium acnes aisladas de personas con acné, presentan diversos

biotipos y mayor resistencia antimicrobiana que la documentada anteriormente”.

OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar los biotipos y susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Propionibacterium

acnes aislados de pacientes con acné.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Conocer los biotipos de Propionibacterium acnes que se aislan en pacientes con acné

2. Describir las propiedades bioquimicas en las cepas aisladas de diferentes biotipos

3.  Caracterizar la actividad lipolitica de las cepas de P. acnes

4. Determinar la susceptibilidad antimicrobiana a tetraciclina, eritromicina vy

clindamicina

5. Determinar la presencia del gen erm (X) en las cepas resistentes a macrdlidos.
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III. MATERIALES Y METODOS

1.  Obtencion de muestras.

Los médicos dermatdlogos de turno en el Hospital San José, Hospital Clinico de la
Universidad de Chile y un centro dermatolégico privado localizado en Las Condes tomaron
muestras cutaneas de 42 pacientes con acné, entre Marzo y Octubre del 2006. Se obtuvo
el consentimiento informado de los pacientes y se abridé una ficha clinica en la que se
registraron los antecedentes demograficos, grado de acné, tipo de tratamiento (oral o
tdpico), duracidon de éste y droga utilizada en el caso de haber tomado antimicrobianos.
Para la toma de muestras se eligid las lesiones pustulares, las que se desinfectaron
externamente en la superficie con alcohol de 70°. Posteriormente se descabezd la pustula
con un bisturi estéril recogiendo el contenido con térula, la cual fue inoculada de
inmediato en el medio de transporte anaerdbico AMIES (Copan, Italia) y llevada al
laboratorio de Microbiologia del Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM) de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile, dentro de las proximas 24 horas.

Los pacientes por medio de su médico tratante fueron informados oportunamente de los

resultados del estudio.

2. Criterios de seleccion.

Se selecciond las lesiones pustulares por su facil acceso y minima invasién. Se excluyo del
estudio a los pacientes inmunosuprimidos. No fueron excluidos del estudio aquellos
pacientes que se encontraban en tratamiento antimicrobiano al momento de tomar la

muestra.

3. Aislamiento en medjos de cultivo.

Las muestras clinicas fueron inoculadas cada una en dos placas de agar anaerobio, uno
comercial Wilkins & Chalgrens (Oxoid®) y uno preparado en laboratorio llamado agar
anaerobio selectivo. El agar comercial se preparé con 5% de sangre ovina desfibrinada
obtenida en el Instituto de Salud Publica (ISP) de Chile y el agar anerobio selectivo, fue
suplementado con hemina (Oxoid®) 5 ug/ml, vitamina K (Farmacias Ahumada®) 1ug/ml,

piruvato de sodio (Merck®) 1mg/ml, acido nalidixico (Merck®) 5ug/ml y 5% de sangre
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ovina desfibrinada. Los medios inoculados fueron incubados en jarra de anaerobiosis
(Oxo0id®) a 36°C por 72 horas. (Forbes et al, 1998; Valenzuela, 1998).

4. Identificacion de P. acnes.

La bacteria fue identificada por el aspecto macroscopico y microscopico de las colonias (1
a 2 por paciente) y mediante pruebas bioquimicas. Los microorganismos dan origen a
colonias blancas, de 1-3 mm, de bordes redondos y superficie levantada, generalmente
rodeadas de un halo de B-hemdlisis. En la tincidon Gram, se caracterizan por ser bacilos
grampositivos con agrupacion en empalizada (Forbes et al, 1998). La identificacion
bioquimica incluyd la demostracion de su actividad catalasa, produccién de burbujas de O,
al mezclar la colonia con H,0, de 10 volimenes (Farmacias Ahumada®), produccién de
indol (kit SDA®, Andes Import), reduccion de nitratos a nitritos (kit SDA®, Andes Import)

y ausencia de hidrdlisis de la esculina (kit SDA®, Andes Import).

5. Caracterizacion bioguimica convencional.
De cada colonia sospechosa se obtuvieron cultivos puros y frescos incubados en agar
sangre anaerobio (48-72hrs). Colonias caracteristicas fueron suspendidas en suero

fisioldgico (Mc Farland 0,5) y utilizadas para estudiar las siguientes propiedades:

5.1  Fermentacion de azlcares
Esta prueba mide la capacidad de los microorganismos de fermentar
azucares especificos. (Kishishita et al., 1979). El ensayo se efectud en tubos
conteniendo 3 ml de caldo base de fermentacién (CHO medio, Difco®) y
0,25% del azucar correspondiente en cada tubo rotulado. Se uso eritritol
10%, sorbitol 10% y ribosa 10% (Merck®). Como control positivo se utilizd
glucosa 10% (Merck®) en uno de los tubos sembrados e incubados. Como
control negativo se incubaron tubos sin inocular junto a los demas, en
anaerobiosis a 36°C por 72 horas. Al cabo de este tiempo, se agregd 3
gotas de indicador Azul de Bromotimol 1% (Merck®) a cada tubo y se
observd el cambio de coloracién indicativo de reaccion (amarillo reaccion

positiva, verde-azul, reaccion negativa).
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5.2

5.3

Hidrdlisis de la gelatina.

Esta prueba fue determinada en medio gelatina en placa (Valenzuela, 1998)
conteniendo 0,4% de gelatina (Difco®), Peptona 1% (Difco®), cloruro de
sodio 0,5% (Merck®), extracto de carne 0,5% (Difco®) y 2% de agar
(Difco®). La suspension bacteriana fue inoculada efectuando una estria
sobre el agar gelatina e incubada en anaerobiosis a 36°C por 72 hrs. Al
cabo de este tiempo, se agrego a la placa 3 ml del reactivo Frazier (Frazier,
1926) preparado con cloruro mercirico (Merck®) y acido clorhidrico
concentrado (Merck®) el cual tiene la capacidad de hacer precipitar todas
las proteinas del medio de cultivo. La presencia de un halo transparente

alrededor de la colonia, evidencid la produccion de la enzima.

Presencia de Fosfolipasa C en Agar Yema de huevo

Esta prueba detecta la capacidad de P. acnes de hidrolizar los triglicéridos
de la yema de huevo. El medio, agar (Difco®) 2% suplementado con
caseina 2% (Biokar Diagnostics ®), extracto de levadura 0,5% (Difco®),
cloruro de sodio (Merck®) 0,25%, dextrosa (Merck®) 0,20%, Tween 20
(Difco®) 0,1%, L-Cistina (Merck®) 0,04%, fosfato de sodio (JTBaker®)
0,5%, cloruro de magnesio (Merck®) 0,08% Yy 10 ml de yema de huevo e
inoculado en superficie fue incubado en anaerobiosis a 36° C por 72 horas.
La presencia de una prueba positiva esta dada por la aparicién en la
superficie de las colonias de un brillo iridescente. La actividad lipasica fue
clasificada bajo los siguientes criterios: prueba positiva, en presencia de
brillo iridiscente en la superficie del cultivo, prueba negativa en ausencia de
brillo iridiscente en la superficie del cultivo (Forbes et a/, 1998; Valenzuela,
1998).

6. Caracterizacion bioguimica mediante sistema comercial.
Se efectud una caracterizacion bioguimica mucho mas completa mediante el sistema
comercial BD BBL Crystal (Andes Import®). Este sistema detecta la presencia de enzimas

bacterianas que son capaces de metabolizar sustratos sacaridos, aminoacidicos y fosfato
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presentados en diferentes conformaciones y enlaces Ej: metil o glucdsido, metil B
glucdsido, etc.
El sistema comercial contiene:
6.1 11 sustratos cuya utilizacion produce un derivado cumarinico
fluorescente, mas un control positivo y negativo de fluorescencia.
6.2  Utilizacidn de azucares (trehalosa, lactosa, metil-a y B-glucdsido,
sacarosa, manitol, maltotriosa, arabinosa, glicerol y fructosa)
6.3 Utilizacidn de otros sustratos (glucosido, celobidsido, prolina y
leucina, fosfato, maltdsido, galactésido, Urea, esculina y arginina).

7. Tipificacion bacteriana

La tipificacién de las cepas bacterianas se realizd6 mediante el test de fermentacion de 3
carbohidratos: ribosa, eritritol y sorbitol el cual permite la clasificacién de P. acnes dentro
de cinco biotipos (B1 a B5) (Kishishita et al, 1979). Esta prueba se realizd de la misma
manera explicada en el item 5.1 y se asignd un biotipo al resultado de la fermentacion de
cada cepa segun lo indicado en la tabla 2.

8. Sensibilidad antimicrobiana

Los estudios de sensibilidad antimicrobiana fueron efectuados mediante la técnica de
dilucion en agar. Este método permite obtener la concentracion inhibitoria minima (CIM)
de cada aislado. Los estudios de susceptibilidad fueron realizados de acuerdo a las
técnicas recomendadas por el National Comittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS,
2004), en agar Brucella (Difco, USA) suplementado con hemina (5 pug/ml), vitamina k (1
ug/ml) y 5% (v/v) de sangre de cordero.

Las soluciones de antimicrobianos (recetario magistral, Farmacias Ahumada) fueron
preparadas utilizando como solvente y diluyente agua destilada. Las concentraciones
utilizadas fueron: 0.06 a 4 ug/ml para clindamicina y eritromicina y 1 a 32 ug/ml para
tetraciclina.

Las placas fueron incubadas en anaerobiosis a 36°C por 48 hrs. y leidas a simple vista.
Como control positivo se utilizd la cepa Bacteroides fragilis ATCC 25285. Como control
negativo, se usé agua destilada.
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Los puntos de corte para susceptibilidad a los antimicrobianos estudiados, correspondieron
a los proporcionados por los Comités de susceptibilidad antimicrobiana (NCCLS, 2004).
Estos fueron: CIM < 2 ug/ml para eritromicina, CIM < 2 ug/ml para clindamicina y CIM < 4
ug/ml para tetraciclina. Cepas con CIM superiores a estas cifras, fueron consideradas

resistentes.

9. Garacterizacion molecular de la resistencia a macrolidos.

La caracterizacion molecular de la resistencia fue realizada a patir de cultivos frescos,
suspendiendo 3 colonias en 100ul de agua destilada. Se buscd como determinante de
resistencia el gen ermm (X) que otorga resistencia a macrdlidos, lincosamidas vy
estreptogramina B (Ross et al., 2002).

La extraccion del ADN de los microorganismos fue efectuada mediante el sistema
comercial de extraccion de ADN E.Z.N.A. blood DNA (OMEGA Bio-Tek, USA), de acuerdo a
las instrucciones del fabricante, eluyéndose el ADN obtenido en 70ul de agua destilada.
Las reacciones de amplificacién fueron efectuadas en un volumen de 50 ul conteniendo:
buffer de amplificacién 1 X, 2.5 U Taq polimerasa (Gibco®), 10ul de templado, 200 uM de
cada nucledtido trifosfato y 1 uM de cada uno de los partidores. Como partidor con
sentido se empled 5 ATA ACG GCA GTT GAA GTG GA 3’ mientras que como partidor anti
sentido se utilizd 5° CGA AGA ATG GCA GTG GTG 3’ (Oprica, et al, 2005 b). Las
condiciones de amplificacion fueron: denaturacion inicial a 94°C (4 min), seguido por 40
ciclos de 94°C (1 min.), 53°C (1 min.) y 72°C (1 min.) y una extension final a 72°C (10
min.). Las amplificaciones fueron efectuadas en un termociclador MJ Research, modelo
MiniCycler. Los productos de amplificacion fueron separados en funcion de su tamafio por
electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, conteniendo 0.5 ug/ml de bromuro de etidio.
Este reactivo fue inactivado con una mezcla de permanganato de potasio, acido clorhidrico
e hidréxido de sodio (Lunn y Sansone, 1987 citado por Sambrook, 1989). Posteriormente
se visualizaron los productos en transiluminador de luz ultravioleta. Como patrén de
comparacion del tamano del ADN se utilizd ADN ladder de 100 pb. La amplificacién del
gen erm (X) con los partidores utilizados generd un producto de 167pb., de acuerdo a lo
esperado.

Con el objeto de confirmar que el gen de resistencia presente en las cepas resistentes a
macrdlidos era efectivamente el gen erm (X), los amplicones de la PCR de 2 aislamientos

20



fueron secuenciados en ambas hebras del ADN. Para ello, los amplicones fueron
purificados mediante el sistema comercial QIAquick PCR purification kit (QIAGEN,
Alemania). Las reacciones de secuenciacion fueron efectuadas por el Centro de Sintesis y
Analisis de Biomoléculas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, usando el sistema
comercial de secuenciacion Big Dye Sequencing Terminador kit (Applied Biosystem, Ca.,
USA) en el secuenciador automatico ABI 377 (Applied Biosystem, Ca., USA).

El ADN fue comparado mediante alineamiento con la base de datos de secuencias de
GenBank usando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponible en el

National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nIm.nih.gov).
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IV. RESULTADOS

Durante el periodo en estudio (Marzo a Octubre del 2006) se recolectaron 42 muestras de
acné vulgar, de las cuales se aislaron 25 cepas de P. acnes (59,5%). Cada cepa
correspondid a un paciente. El 52% de los pacientes correspondieron a mujeres y 48% a

hombres.

Distribucion de biotipos de P. acnes. La totalidad de las cepas fueron asignadas a un
biotipo. Catorce cepas (56%) correspondieron al biotipo III, 5 cepas (20%) fueron
clasificadas como biotipo IV, 4 (16%) correspondieron al biotipo V y 2 (8%) al biotipo I.

No se encontraron cepas pertenecientes al biotipo II (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucion de biotipos de AP. acnes obtenidos de pacientes con acné vulgar.
Region Metropolitana.

Biotipo N©° de cepas %o de cepas del biotipo
I 2 8
I1 0 0
111 14 56
v 5 20
\ 4 16
Total 25 100

La mayoria de los pacientes presentd acné de los grados 1 y 2 y solamente 16% de ellos
presentd acné grado 3. De las 14 cepas pertenecientes al biotipo III, 9 de ellas (64%)
fueron aisladas de pacientes con grado 2 de acné. En la figura 6 se muestra la relacién

entre la severidad del acné y el biotipo de A. acnes detectado.
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Figura 6. Distribucion de los casos clinicos de acuerdo a la severidad del acné y al biotipo
aislado. * G= Grado de severidad de acné.

Propiedades bioquimicas de cepas de P. acnes. Las caracteristicas de los cultivos y
las pruebas bioquimicas convencionales identificaron claramente las cepas como P. acnes.
El empleo del sistema comercial BD BBL Crystal, permitid demostrar diferencias en su
actividad metabdlica tanto sacarolitica como proteolitica (Tabla 5). Con respecto a su
capacidad sacarolitica, las cepas del biotipo III, predominante en este estudio, se
caracterizaron por una mayor capacidad sacarolitica, que las cepas pertenecientes a
otros biotipos, lo que se demostrd por la fermentacién de otros azlcares ademas de la
glucosa. Las cepas del biotipo IV se caracterizaron por fermentar glicerol y fructosa, las
cepas del biotipo I fermentaron arabinosa y las cepas pertenecientes al biotipo V sdlo
fermentaron la glucosa.

Ninguna cepa utilizd trehalosa, manitol o esculina.

Con respecto a la actividad proteolitica de los microorganismos, destaca su actividad sobre
prolina, leucina y fenilalanina, actividad que fue demostrada en mas del 90% de las cepas,
independiente del biotipo de pertenencia.

No se detecto utilizacion de valina e isoleucina en P. acnes.

Finalmente, en 23 (92%) cepas se observo la capacidad de hidrolizar la gelatina.
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Tabla 5. Diversidad sacarolitica de biotipos de P. acnes obtenidos de pacientes con acné

vulgar en la Regidn Metropolitana.

Azicares
Biotipo | Glucosa* |Lactosa Sacarosa | Maltotriosa | Arabinosa | Fructosa Glicerol
N° | % N° | % | N° | % | N° % No % No % N° %
I 2 | 1007] 0 0O 0|0 0 1 50 0 0 0 0
111 14 (100 | 2 (1421 (71| 1| 71 | 2 | 142 | 2 [142| 1 | 71
v 5 | 100 1 ]20| 0 0|0 0 0 0 3 | 60 1 20
v 4 (100} 0 0O 0|0 0 0 0 0 0 0 0

* Glucosa incluida como control de fermentacion
N° = nimero de cepas del biotipo
% = porcentaje de cepas del biotipo

Caracterizacion de la actividad lipolitica de P. acnes. Se caracterizd la actividad

lipolitica /in vitro de P. acnes mediante la presencia o ausencia de la actividad fosfolipasa C

en agar yema de huevo (Tabla 6). Veintitrés (92%) de las cepas presentaron alglin grado

de actividad. De las 23 cepas con actividad fosfolipasa C, 5 (20%) se caracterizaron por su

alto grado de actividad lipolitica, donde mas de la mitad del cultivo presentd brillo

iridescente.

Tabla 6. Actividad lipolitica in vitro de 25 cepas de P. acnes, demostrada por medio de su
actividad fosfolipasa C.

Resultado N° de cepas % de cepas
Prueba positiva 23 92
Prueba negativa 2 8

Total 25 100
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Susceptibilidad antimicrobiana. En el estudio de susceptibilidad antimicrobiana fueron
hallados 2 perfiles de resistencia para los tres antibiéticos probados. Ambos perfiles fueron
iguales para el caso de las dos cepas encontradas resistentes. La tabla 7 muestra el perfil

de resistencia encontrado en el estudio.

Tabla 7. Perfil de resistencia encontrado en las 25 cepas estudiadas.

Antimicrobianos Perfil NUmero %
Tetraciclina S 25 100
Eritromicina R 2 8
Clindamicina R 2 8

La Tabla 8 muestra la susceptibilidad antimicrobiana de las 25 cepas de AP. acnes. La
totalidad de ellas fue sensible a tetraciclina, 23 (92%) cepas fueron sensibles a
eritromicina y a clindamicina y 2 (8%) cepas fueron resistentes a eritromicina y

clindamicina, pero susceptibles a tetraciclina.

Tabla 8. Susceptibilidad antimicrobiana /in vitro de 25 cepas de P. acnes aisladas de
acné vulgar en la Regidon Metropolitana.

Antimicrobia Rangos CIM 50% CIM 90% % de
no (ng/ml) (ug/ml) resistencia
Clindamicina <0,06 —>2 < 0,06 < 0,06 8
Eritromicina <0,06 - >2 < 0,06 < 0,06 8
Tetraciclina <1-<32 <1 <1 0

CIM = concentracién inhibitoria minima; CIM 50% = CIM que inhibe el 50% de las cepas; CIM 90% = CIM
que inhibe el 90% de las cepas.

Como se observa en la Tabla 8, la CIM 90% de los tres antimicrobianos estuvo en el rango
de la susceptibilidad, lo que muestra la susceptibilidad de las cepas estudiadas.
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Bases moleculares de resistencia a macrolidos. Se investigd la presencia del gen
erm (X) mediante PCR en las dos cepas resistentes a eritromicina y clindamicina obtenidas
en este estudio, detectandose la presencia del gen en ambas cepas (Figura 7).

Se secuenciaron los productos de la amplificacion del gen de resistencia de las dos cepas

confirmandose la identidad de la secuencia con el gen erm (X).

La Figura 7 muestra los productos de amplificacion obtenidos mediante PCR.

Canal 1 2 3 4 5 6

Peso
Molecular

167pb  —p
100pb  =—b
Partidoreg=————>
(exceso)

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa que muestra los productos de amplificacion
mediante PCR del gen erm (X). Canall: Marcador de peso molecular 100pb; canal 2-3: cepas
resistentes de P. acnes; canales 4 y 5: control positivo; canal 6: control negativo.
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La consulta realizada al programa BLAST disponible online, arrojé una serie de resultados

de alineamientos con aquellos disponibles en la base de datos. De ello, se realizd una

tabla resumen con los 7 primeros resultados encontrados (Tabla 9).

Tabla 9. Resumen de resultados de alineamientos encontrados. Consulta realizada el 26

de julio del 2010 en programa BLAST disponible on line.

Numero acceso

Descripcion

% Query

%o Identidad

gi| 296172990 | FN825254.1

Plasmidio pJA144188
de Corynebacterium
resistens

100

96

gi| 188593359 | AM748803.1

Transposén Tn5432
de  Bifidobacterium
animalis, cepaB0456

100

96

gi| 188593354 | AM748801.1

Transposon 5432 de
Bifidobacterium
thermophilum, cepa
B0225

100

96

gi| 171850984 | AM942444.1

Genoma completo
Corynebacterium
urealyticum DSM
7109

100

96

gi| 114452125 | DQ887623.1

Cds parcial, gen erm
(X) de 1 clon de
bacteria no cultivada

100

96

gi| 109158262 | DQ643386.1

Gen completo de
secuencia de
insercion 1S1249a
Tnpl249a y 1S1249b
Tnpl1249b, gen erm
(X de
Corynebacterium
urealyticum

100

96

gi| 15778307 | AF338705.1

Secuencia completa
de Transposon
Tn5432 de
Propionibacterium
acnes

100

96
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V. DISCUSION

Biotipos.

Se observo una alta frecuencia de aislamiento de cepas de P. acnes pertenecientes al
biotipo III (14 cepas, 56%). Esto concuerda con lo mencionado por Higaki, 2003 donde
expresa que el biotipo III es el mas prevalente y ampliamente distribuido en pacientes con
acné en Japon.

No se hallaron cepas pertenecientes al biotipo II, esto podria ser explicado por el niUmero
relativamente reducido de cepas estudiadas, puesto que en los autores citados que
tipificaron a P. acnes (Kishishita, 1979; Ko y Pulverer, 1973), siempre fue encontrado el
biotipo, pero el nimero de cepas estudiadas supero las 72 en ambos casos. Sin embargo
no se pueden descartar diferencias geograficas y temporales en la epidemiologia de los
microorganismos.

Con respecto a la relacion biotipo y severidad del acné en los pacientes, de las 14 cepas
pertenecientes al biotipo III, 9 (64%) se obtuvieron de pacientes con acné grado 2, que
corresponde a acné inflamatorio moderado (Pochi et &/, 1991 citado por Molgd, 1993).
Este biotipo ha sido relacionado con lesiones mas severas de acné (Higaki, 2003). Un
escaso numero de cepas fueron obtenidas de lesiones severas de acné y esto se puede
entender en parte, porque los tratamientos a los que se someten los pacientes son
orientados a disminuir la inflamacion y por lo tanto disminuyen la severidad de las lesiones

y los tratamientos no fueron motivo de exclusion para este estudio.

Caracterizacion bioquimica

La mayoria de las cepas de P. acnes estudiadas hidrolizaron la gelatina, excepto dos de
ellas. De acuerdo a la clasificacion hecha por Voss (Voss, 1970), dentro del grupo I se
encuentran aquellas cepas que hidrolizan la gelatina y en el grupo II las cepas que no la
hidrolizan. En el presente estudio es posible pensar que esas dos cepas que no tuvieron
actividad gelatinasa puedan pertenecer al grupo II que presenta caracteristicas
fermentativas diferentes al grupo I, o bien, se podria explicar por menor presencia de

enzima gelatinasa, es decir, menor concentracion de bacterias vivas, ya que con la técnica
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de dilucion de Mc Farland 0,5, utilizada en la preparacion del indculo, no es posible

discriminar entre bacterias vivas y muertas.

Las cepas pertenecientes al biotipo III utilizaron un mayor nimero y variedad de sustratos
bioquimicos que las cepas de otros biotipos, lo que podria explicar en parte su mayor
prevalencia. Sin embargo, no se detectaron sustratos Unicos hidrolizados por algun biotipo
particular, propiedad que pudiera haber sido utilizada con fines epidemioldgicos y de
identificacion. La mayoria de las cepas de P. acnes presenta actividad frente a fenilalanina,
prolina y leucina y los sustratos utilizados con menor frecuencia como arginina, acido
glutamico y fructosa, son metabolizados por representantes de la mayoria de los biotipos.
Estos resultados nos permiten sugerir que en futuros estudios no se considere la
capacidad proteolitica de las cepas para la diferenciacién de P, acnes en biotipos y que por
el contrario se incorpore la tipificacion desarrollada por Kishishita el afio 1979, en base a la

fermentacion de azUcares.

Actividad lipolitica

La mayoria de las cepas mostrd actividad de fosfolipasa C. Existen autores que relacionan
al biotipo III con fuerte actividad de la enzima (Higaki, 2003) y mayor virulencia de las
cepas pertenecientes a este biotipo. El grado de ésta actividad, en el presente estudio, no
fue medido en forma cuantitativa, lo que no permitié relacionar el grado de actividad
enzimatica con la severidad de las lesiones y el biotipo aislado. Sélo podemos mencionar
que se observd cualitativamente una mayor actividad de la enzima (evidenciado por la
magnitud del brillo iridiscente sobre el cultivo bacteriano) en 5 de las 23 cepas positivas a

la prueba y que 3 de ellas fueron aisladas de lesiones severas de acné (grado 3).

Sensibilidad antimicrobiana y mecanismos de resistencia

Las 2 cepas de P. acnes resistentes a eritromicina y clindamicina fueron aisladas de
personas con acné grado III, las cuales habian recibido tratamientos con antibidticos por
periodos prolongados de tiempo lo que habria facilitado la seleccidén de cepas resistentes.
La resistencia que presentan los microorganismos a los diferentes miembros de la familia
de los macrolidos, se debe a una serie de mecanismos entre los que se encuentra la

alteracion del sitio blanco, degradacion y expulsion del antimicrobiano (Nakajima, 1999).
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La mayoria de estos mecanismos van a estar mediados por una serie de genes que
codifican diversas proteinas cuya funcién sera la de participar en alguna de estas formas
de resistencia.

La modificacion del sitio de union de los macrdlidos al ribosoma constituye el mecanismo
de resistencia mas importante. En la mayoria de los casos estos cambios estructurales son
debidos a la presencia de los genes erm (erythromycin ribosome metilation) que se
encuentran presentes tanto en bacterias gram positivas como gram negativas y de los que
existen una gran variedad (Roberts et al, 1999). Estos genes codifican las proteinas
ARNrmetilasas cuya funcién es introducir dos grupos metilo en la adenina de la posicion
2058 del ARN ribosdmico. Esta modificacion va a conferir resistencia cruzada a macrélidos,
lincosamidas y estreptograminas del grupo B, originando el fenotipo de resistencia MLSg
(Nakajima, 1999; Weisblum, 1995).

Este fenotipo puede aparecer de manera constitutiva, cuando el gen se expresa
independientemente de la presencia del antibiético o inducible, cuando aparece en
presencia del macrdlido. En este Ultimo caso, la eritromicina suele ser la responsable de
este fenotipo de resistencia en los géneros Streptococcus y Staphylococcus (Gonzalez et
al., 2005; Levin et al., 2005), mientras que en el género Enterococcus, la induccion puede
estar producida por macrélidos de 16 atomos (Min et al, 2003). La prevalencia de los
diferentes genes erm depende de las diferentes especies bacterianas. Asi, por ejemplo, los
genes erm (A) y erm (C) predominan en las especies del género Staphylococcus (Davis et
al. 2005; Aktas et al, 2007), mientras que el gen erm (B), es el mas habitual en
Streptococcus. pneumoniae (Morosini et al., 2001), Streptococcus pyodgenes (Yi et al.,
2006) y en el género Enterococcus (Min et al., 2003). En Streptococcus agalactiaey en S.
pyogenes aparte del gen erm (B), se ha encontrado el gen erm (TR), gen englobado
dentro de la clase erm (A), como uno de los genes mas prevalentes en estas especies
(Gonzalez et al., 2005; Seppala et al., 1998). Por otro lado, el gen erm (X) ha sido el mas
detectado en las especies del género Corynebacterium (Rosato et al. 2001; Yagle et al.,
2005), aunque también se ha hallado en otras especies, como Arcanobacterium pyogenes,
presentando una homologia superior al 95% (Jost et al, 2003) y en Propionibacterium
acnes (Ross et al. 2002)

La mayoria de estos genes estan asociados a elementos modviles que permiten su

diseminacion entre las diversas especies bacterianas mediante los mecanismos de
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conjugacion, transformacion y transduccion. De estos elementos genéticos, los mas
conocidos son los plasmidos a los que se les ha relacionado con los genes de clase erm y
otros determinantes de resistencia de diversas especies (Roberts et al, 1999; Schiller et
al., 1980; Liebl et al, 2002). De igual modo, los transposones constituyen otra via de
movilizacion para estos genes sea a través de conjugacion (Luna et a/, 1999) o a través
de otro mecanismo diferente en el caso de que el gen estuviera insertado en un
transposon no conjugativo (Ross et al, 2002, Santagati et al., 2000).

Estos mecanismos podrian favorecer la diseminacion extensa a cepas de P. acnes e
inutilizar una alternativa terapéutica muy apropiada, especialmente si el antimicrobiano se
aplica como Unica droga terapéutica.

En Chile se han aislado cepas de Streptococcus pyogenes resistentes a macrolidos desde
1994, con porcentaje de resistencia promedio de 7% desde 1996 al 2002, en el area
Metropolitana. Los fenotipos de resistencia estudiados fueron aquellos determinados por
un gen erm (resistencia cruzada a macdlidos, lincosamida y estreptogramina B) y el
fenotipo dado por el gen Mef, mecanismo de eflujo que otorga sdlo resistencia a
macrdlidos. La revisién, mostré que el fenotipo del mecanismo de eflujo es el mas
frecuente encontrado (Camponovo, 2002).

El ano 2006, se encontrd una escasa resistencia antimicrobiana para 53 cepas de P. acnes
aisladas de acné, en Chile. Esta fue de 3,8% y 1,9% para eritromicina y clindamicina,
respectivamente (Glbelin et al, 2006). En el presente estudio se detectaron 2 cepas (8%)
resistentes. Aunque ambos estudios no son totalmente comparables, los nuevos
resultados podrian sugerir que la frecuencia de resistencia podria ir en aumento.

El gen erm (X) que fue detectado mediante PCR en este estudio, fue secuenciado y se
comprobd su identidad segun lo esperado (Ross et al., 2002), pero, no se investigd si éste
se encontraba inserto en el Transposon Tn452, descrito por Ross. Por otro lado la
actividad del gen para la resistencia a macrélidos no fue investigada, asi como tampoco se
investigd la presencia de mutaciones en el ADN de estas cepas que pudieran estar

involucradas con la resistencia encontrada (Ross et al., 1997; Oprica et al., 2005b).
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Criterios de Seleccion

Finalmente es interesante comentar algunos criterios de seleccién para la realizacion del
estudio.

Al inicio de este trabajo y considerando la variabilidad de las lesiones que puede tener el
acné vulgar, se habian formulado dos tipos de toma de muestra. Uno para pustulas, que
consistia en desinfectar la superficie de la lesién con alcohol y dejar secar. Cortar la
superficie de la pustula e introducir la torula estéril para remover el contenido y células de
los margenes de la lesién para luego depositarla en el medio de transporte anaerobio. En
el caso de tener otras lesiones de acné (comedones, nddulos, quistes) la toma de
muestras consistia en raspar la superficie de la lesidn con una hoja de bisturi estéril,
previa desinfeccion con alcohol, para luego recoger la muestra con la térula y depositarla
en el medio de transporte anaerobio. Evidentemente esta Ultima forma de acceder a la
muestra produce una destruccion de las capas superficiales de la piel que no sélo significa
un proceso doloroso para el paciente sino que también una mayor facilidad de
contaminacién de la lesion.

Por lo tanto, existiendo dos opciones iniciales para la toma de la muestra, luego de
conversaciones con los dermatdlogos que realizaron la recoleccién, se decidid usar la
forma menos invasiva y dolorosa para el paciente. Es por esto que se eligié la pustula
como la lesion de la cual se obtuvieron las 42 muestras. La pustula, es una lesion presente
en acné inflamatorio la cual segln su extension lo clasifica en leve moderado o severo
(Pochi et al., 1991 citado por Molgd, 1993). Frente a esto, la literatura menciona que el
biotipo III de A. acnes se aisla con mayor frecuencia de lesiones severas de acné (Higaki,
2003). Por lo tanto, en los casos en que las pustulas fueron obtenidas de acné severo,
eventualmente pudo existir seleccion de éste biotipo bacteriano por sobre los demas. Sin
embargo, los resultados muestran que en los casos de acné severo, no soélo se aislé el
biotipo III, sino que también se aislé el biotipo IV y V (Figura 6). Otro criterio importante
de discutir es la seleccidon de los pacientes. El criterio fue bastante amplio y se discriminé
sblo el factor inmunosupresion. Esto favorecid la recoleccion de las muestras, sin
embargo, desde el punto de vista de aislamiento bacterioldgico, en muchos casos no se
logré cultivar el bacilo en pacientes que se encontraban en tratamiento antimicrobiano al

momento de tomar la muestra. Esto pudo incidir en esta dificultad para hallar la bacteria.
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En un solo caso el paciente accedié a suspender el tratamiento por un tiempo prudente
para lograr recolectar la muestra y aislar la bacteria.
Por ultimo, el niUmero de cepas aisladas, corresponde a un nimero de muestra pequefio.
Este N pequeiio sélo permite relacionar la distribucion de las frecuencias de los resultados,
pero no es capaz de soportar un estudio estadistico.
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VI. CONCLUSIONES

o De 42 muestras recolectadas, se pudo aislar 25 cepas de P. acnes (59,5%).

o Las cepas de P. acnes aisladas de pacientes con acné vulgar, pertenecen a los
biotipos I, III, IV y V, siendo el biotipo III el mas frecuentemente detectado.

o La caracterizacion bioquimica proteolitica de las cepas de P. acnes no permite
efectuar una diferenciacion de biotipos bacterianos, al contrario de lo que ocurre con
la capacidad sacarolitica de las cepas, en que si fue posible diferenciar claramente
las cepas en 4 fenotipos.

. La enzima Fosfolipasa C esta presente en el 92% de las cepas de A. acnes.

. En ninguna de las cepas estudiadas se detectd resistencia a tetraciclina.

o En dos cepas aisladas de P. acnes se observd resistencia a eritromicina y a
clindamicina.

o En las dos cepas resistentes a eritromicina y clindamicina se detecté el gen de

resistencia erm (X), lo que podria explicar este fenédmeno.

VII. PROYECCIONES DEL TRABAJO

Este estudio constituye un aporte al conocimiento de las caracteristicas bioquimicas y
susceptibilidad antimicrobiana de P. acnes en Chile y permitid corregir o mejorar, en
algunos casos, los tratamientos que los dermatdlogos efectuaban en sus pacientes antes
del estudio, pero ademas facilitara estudios posteriores que permitan relacionar la
gravedad de las lesiones en la enfermedad con determinados biotipos 6 con cepas con
propiedades metabdlicas particulares. Estas propiedades podrian ser también utilizadas en

el seguimiento epidemioldgico de algunos biotipos en la poblacion.
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