Opracowanie nowego protokolu multiplexPCR, wykrywajacego geny mecA oraz mecC
odpowiedzialne za wystepowanie opornoSci na antybiotyki p-laktamowe u

Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus jest jednym z wazniejszych potencjalnie patogennych
drobnoustrojéw stanowigcych flore fizjologiczng cztowieka. Nisza najczesciej zasiedlang
przez ta bakteri¢ jest cieple i wilgotne srodowisko $luzéwek, np. nosa oraz gardta. Szacuje
si¢, ze okolo 30% spoteczenstwa jest nosicielem tego drobnoustroju [1]. Patogen ten jest
czgstym czynnikiem etiologicznym zakazen skory i1 tkanki miekkiej, zapalenia pluc czy
zakazen uktadu pokarmowego, ktére moga prowadzi¢ do cigzkich, zagrazajacych zyciu
powiktan. W transmisji S. aureus gtéwna role odgrywa droga kontaktowa, ale transmisja
zwigzana ze S$rodowiskiem nieozywionym jest réwniez prawdopodobna  [1].
Udokumentowano réwniez infekcje 1 nosicielstwo MRSA u zwierzat (konie, psy, $winie) [2].

Powszechne stosowanie antybiotykow z grupy penicylin przyczynito si¢ do powstania
metycylinoopornych szczepow S. aureus, poczatkowo izolowanych jedynie ze $rodowisk
szpitalnych. Aktualnie wystepowanie szczepow MRSA jest problemem niezwykle
powszechnym, zarowno w populacji generalnej, jak 1 wérdd pacjentoéw hospitalizowanych [1].
Leczenie zakazen o etiologii MRSA jest mocno ograniczone, z powodu towarzyszacej
obnizonej wrazliwo$ci na inne grupy antybiotykéw (aminoglikozydy, makrolidy, tetracyliny)
[3]. Lekiem ostatniej szansy pozostaja glikopeptydy, jednak nie powinny by¢ one
naduzywane, z powodu ryzyka rozwinigcia si¢ opornosci [4]. Szczegolnie trudna jest terapia
na oddziatach dzieciecych, gdzie leczenie glikopeptydami moze powodowaé grozne dziatania
uboczne [5].

Oporno$¢ gronkowcoéw na metycyling jest wynikiem syntezy nowego biatka PBP2a,
majacego mate powinowactwo do antybiotykow B-laktamowych. W rezultacie budowa $ciany
komorkowe) bakterii nie zostaje zaburzona, w zwigzku z czym patogeny sa zdolne do
przezycia. Gen mecA kodujacy PBP2a, jest zlokalizowany we wnetrzu operonu mec wraz z
genami regulatorowymi [6,7]. Wykrycie genu mecA i/lub produktu jego ekspresji stanowito
do tej pory ,zloty standard” dla potwierdzenia wystgpowania MRSA. Jednak dane
epidemiologiczne donoszg wyizolowanie szczepow S. aureus, wykazujacych fenotyp MRSA,
przy ujemnych testach na mecA 1 PBP2a. Dalsze badania wykazaly, ze za taki fenotyp
odpowiada homolog genu mecA (mecALGA251) — mecC zlokalizowany réwniez wewnatrz
SCCmec (staphylococcal casette chromosome) [8,9]. Dlatego tez, w niniejszym projekcie

chcemy skupi¢ si¢ nie tylko na wykryciu genu mecA, ale rowniez genu mecC.



Analizujgc problem powszechnie wystepujacych zakazen o etiologii MRSA konieczne
jest szybkie i1 jednoznaczne rozpoznanie czynnika chorobotworczego. Okazuje si¢, ze tanie i
proste metody dyfuzyjno-krazkowe sa niewystarczajace, dlatego tez szerokie mozliwo$ci
otwiera preznie rozwijajaca si¢ mikrobiologia genetyczna. Opracowanie protokotow
badawczych wykrywajacych geny odpowiedzialne za dany mechanizm opornosci
drobnoustrojow jest pierwszym 1 najwazniejszym krokiem do doskonalenia procesu
diagnostycznego. Przez cztonkéw SKN Miodych Mikrobiologéw zostal juz opracowany
protokot wykrywajacy gen mecA. Celem naszych badan jest rozszerzenie zaprojektowanego
schematu postgpowania w celu potwierdzenia MRSA, ktéry oprocz genu mecA, wykryje
rébwniez rzadziej wystepujacy homolog- mecALGA251. Nasze do$wiadczenie moze
przyczyni¢ si¢ do ujednolicenia badan z zakresu biologii molekularnej w mikrobiologii i by¢

wykorzystane w praktyce klinicznej.
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