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1. Wstęp

Staphylococcus aureus jest jednym z najbardziej nie-
bezpiecznych ludzkich patogenów. Wykazuje złożone 
mechanizmy patogenezy oraz posiada bogaty arse-
nał czynników zjadliwości. Powszechność stosowania 
antybiotykoterapii w leczeniu zakażeń oraz szerokie 
zastosowanie antybiotyków w innych dziedzinach, 
zwłaszcza takich jak rolnictwo, doprowadziły do wyse-
lekcjonowania szczepów bakterii wysoce-opornych na 
chemioterapeutyki, wśród których gronkowce stanowią 
ważną grupę [64]. Szczególnie niebezpieczne okazały 

się metycylino-oporne szczepy S. aureus (MRSA), które 
opisano w  1961 r. [43], oporne na wszystkie antybio-
tyki beta-laktamowe, oprócz najnowszych cefalosporyn 
specjalnie skierowanych przeciwko MRSA. Wśród tych 
cefalosporyn obecnie duże nadzieje wiąże się z fosami-
lem ce<aroliny, dopuszczonym przez Komisję Europej-
ską do obrotu w sierpniu 2012 (Zinfor, Astra Zeneca, 
do wlewu dożylnego). Jednakże lekiem z wyboru 
w leczeniu ciężkich zakażeń MRSA jest wciąż wanko-
mycyna. Ponieważ przez ponad 30 lat (od wprowadzenia 
w 1958 r.) nie odnotowano przypadku izolacji szczepu 
gronkowca złocistego opornego, uważano wręcz, że 
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Staphylococcus aureus wykazują gatunkową wrażli-
wość na ten glikopeptyd. Jednakże już od początku 
lat ’90 XX wieku coraz częściej opisuje się przypadki 
braku skuteczności wankomycyny mimo, że izolowane 
szczepy, według obowiązujących wówczas kryteriów, 
można było zaliczyć do wrażliwych. Jednym z przypusz-
czalnych mechanizmów braku skuteczności leku, mimo 
wrażliwości in vitro, mogło być zjawisko tolerancji, które 
w przypadku wankomycyny ma miejsce wówczas, kiedy 
wartość MBC (minimal bactericidal concentration) 
jest przynajmniej 32-krotnie wyższa niż MIC (minimal 
inhibitory concentration) [66] W 1996 roku, w Japonii 
zidentyfikowano pierwszy izolat kliniczny S. aureus, 
wykazujący obniżoną wrażliwość na wankomycynę. 
Nazwany został wówczas VISA, od „vancomycin inter-
mediate S. aureus” lub GISA od „glycopeptide interme-
diate S. aureus”, ponieważ wykazywał także obniżoną 
wrażliwość na teikoplaninę. Wykryto również pierwszy 
szczep S. aureus wrażliwy na wankomycynę, ale wytwa-
rzający subpopulacje komórek, dla których wartości 
MIC glikopeptydu były na zróżnicowanym poziomie 
(hetero-VISA, hetero-GISA) [36, 37]. U żadnego z tych 
szczepów nie wykryto genów, które mogłyby warunko-
wać oporność na glikopeptydy [36, 37]. W 2002 roku 
w Michigan, w Stanach Zjednoczonych, wyizolowano 
pierwszy szczep gronkowca złocistego wykazujący 
wysoki poziom oporności na glikopeptydy (VRSA, van-
comycin resistant S. aureus lub GRSA, glycopeptide resi-
stant S. aureus) [14, 96]. Szczep ten, jak udowodniono 
uzyskał geny oporności od bakterii z rodzaju Enterococ-
cus. Podłoże molekularne oraz mechanizmy warunku-
jące obniżoną wrażliwość szczepów opisanych po raz 
pierwszy w Japonii oraz szczepów opisanych w Stanach 
Zjednoczonych diametralnie się różnią. Celem niniej-
szej monografii jest przybliżenie mechanizmów prowa-
dzących do powstawania i rozprzestrzeniania się izo-
latów S. aureus, wobec których leczenie wankomycyną 
może z większym lub mniejszym prawdopodobień- 
stwem okazać się nieskuteczne. 

2. Wankomycyna i inne glikopeptydy
2.1. Charakterystyka antybiotykó

Wankomycyna została wyizolowana w połowie lat 
50-tych XX w. z pochodzących z Borneo promieniow-
ców Streptomyces orientalis (obecnie Amycolatopsis 
orien talis) [54, 68], przez E.C. K o r n f e l d a, pracow-
nika koncernu Eli Lilly. Do lecznictwa wankomycyna 
została wprowadzona w 1958 r. [68]. 

Wankomycyna, jest dużą cząsteczką, o masie czą-
steczkowej 1485,7 Da. Jest cyklicznym heptapeptydem, 
zawierającym trzy cykliczne systemy, z których każdy 
może istnieć w  postaci jednego z dwóch możliwych 
atropoizomerów. W naturze, spośród ośmiu możliwych 

atropoizomerów, występuje tylko jeden. Cząsteczka 
pod stawnika aglikonu stwarza dziewięć dodatkowych 
centrów stereochemicznych [7, 9]. Mechanizm działania 
wankomycyny polega na blokowaniu biosyntezy ściany 
komórkowej bakterii. Ze względu na brak możliwości 
dostępu do miejsca docelowego u bakterii Gram-ujem-
nych, antybiotyk jest aktywny jedynie w stosunku do 
większości bakterii Gram-dodatnich [7].

Ściana komórkowa jest jedną z najważniejszych 
struktur komórki bakteryjnej. U drobnoustrojów Gram- 
-dodatnich składa się głównie z heteropolimeru – pep-
tydoglikanu, zwanego mureiną [56, 79]. Synteza pep-
tydoglikanu zachodzi w trzech etapach i  w  trzech 
różnych miejscach w komórce bakteryjnej. Pierwszy 
przebiega w cytoplazmie i polega na syntezie prekurso-
rów: urydyno-di-fosforanu-N-acetylomuramylo-penta-
peptydu (UDP-MurNAc-pentapeptyd) oraz UDP-N-
-acetyloglukozaminy (UDP-GlcNAc). Drugi etap ma 
miejsce w błonie komórkowej i prowadzi do połącze-
nia MurNAc-pentapeptydu z pirofosforylo-undekapre-
nolem (lipid I) oraz przyłączeniu do tego kompleksu 
GlcNAc (lipid II). Ostatni, trzeci etap procesu biosyntezy 
peptydoglikanu zachodzi po zewnętrznej stronie błony 
komórkowej, przy współudziale enzymów z rodziny bia-
łek wiążących penicylinę PBP (penicillin binding pro-
tein). W tym etapie syntezy peptydoglikanu u S. aureus 
szczególnie ważną rolę odgrywa enzym PBP2, który 
przeprowadza reakcję zarówno transglikozylacji, jak 
i wraz z około 40 innymi enzymami uczestniczy w trans-
peptydacji L-Lys-(Gly)

5
-D-Ala, prowadząc do powstania 

usieciowanej, trójwymiarowej struktury heteropolimeru 
ściany komórkowej [56, 79]. 

Cząsteczka wankomycyny, aby spełnić swoją bak-
teriobójczą funkcję, musi przeniknąć przez wszystkie 
warstwy peptydoglikanu i dotrzeć do miejsca, gdzie 
zachodzi drugi i trzeci etap syntezy muropeptydu, 
czyli do zewnętrznej powierzchni błony komórkowej. 
W tym miejscu przyłącza się do dipeptydu D-Ala-D-
-Ala, znajdującego się na końcu pentapeptydu, w uwal-
nianej z lipidu II reszty heterodimeru -(GlcNAc-β-(1,4)-
MurNAc-pentapetydu)-. Antybiotyk posiada w swojej 
strukturze przestrzennej „kieszonkę” która idealnie 
pasuje do struktury przestrzennej D-Ala-D-Ala (zasada 
„zamka i klucza”). Poza tym cząsteczka wankomycyny 
może utworzyć pięć, niekowalencyjnych wiązań wodo-
rowych z dipeptydem, co dodatkowo stabilizuje powsta-
jący kompleks. Ponieważ cząsteczka antybiotyku jest 
dość duża, po związaniu heterodimeru, uniemożliwia 
włączenie go do już istniejącej sieci peptydoglikanu, 
czyli blokuje reakcję transglikozylacji, jedną z  ostat-
nich, ale kluczowych reakcji podczas biosyntezy ściany 
komórkowej bakterii Gram-dodatnich [7]. 

W stężeniach, jakie są możliwe do osiągnięcia w orga- 
nizmie ludzkim, zakres aktywności przeciwbakteryjnej 
wankomycyny obejmuje większość tlenowych oraz bez-
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względnie beztlenowych drobnoustrojów Gram-dodat-
nich [58, 62, 66]. 

Wankomycyna, przez wiele lat nie stanowiła leku 
pierwszego rzutu w terapiach zakażeń bakteriami Gram- 
-dodatnimi, głównie ze względu na niską jakość ówcze-
snych preparatów (pierwsze preparaty wankomycyny, 
często nazywano błotem Mississippi, Mississippi mud) 
oraz niepożądane efekty nefro- oto- oraz hepato-tok-
syczne [68]. Zainteresowanie glikopeptydami wzro-
sło dopiero na przełomie lat 70–80 XX w., na skutek 
ogromnego rozprzestrzeniania się szczepów MRSA 
[67]. W tym czasie preparaty glikopeptydów zostały też 
znacznie udoskonalone. Dopiero po 30 tatach od wpro-
wadzenia wankomycyny, pojawiła się pierwsza nabyta 
oporność u bakterii z rodzaju Enterococcus. Oczekiwano, 
że podobnie jak w przypadku innych genów oporności, 
geny oporności na glikopeptydy z enterokoków zostaną 
w krótkim czasie przekazane do gronkowców. Jednak, 
mimo obserwowanych czasem niepowodzeń terapii 
zakażeń gronkowcowych, przy użyciu wankomycyny, 
przekazanie genów oporności na ten antybiotyk do 
S. aureus, w warunkach pozalabolatoryjnych zaobser-
wowano dopiero po około 15 latach.

Oprócz wankomycyny szerokie zastosowanie w lecz - 
nictwie, na terenie całej Europy (w tym również w Pol-
sce) znalazł półsyntetyczny glikopeptyd, teikoplanina. 
Antybiotyk wprowadzony w latach 90-tych XX w., cha-
rakteryzujący się podobnym spektrum przeciwbakte-
ryjnym do wankomycyny, ale lepszymi właściwościami 
farmakokinetycznymi [9, 72]. Teikoplanina, w porów-
naniu do wankomycyny ma dłuższy okres biologicznego 
półtrwania w surowicy, dzięki czemu może być poda-
wana co 24 godziny. Wykazuje nieco wyższą aktywność 
przeciwbakteryjną wobec drobnoustrojów Gram-dodat-
nich, przez co może być stosowana w niższych stęże-
niach. W terapii skojarzonej z antybiotykiem aminogli-
kozydowym wykazuje wyższą aktywność bakteriobójczą 
wobec Enterococcus spp. niż wankomycyna i ampicylina. 
Ponadto teikoplanina wywołuje znacznie mniej efektów 
ubocznych (odnotowano tylko nieliczne przypadki 
ototoksyczności). Jednak niektóre szczepy S. haemoly-
ticus i S. epidermidis wykazują obniżoną wrażliwość na 
teikoplaninę w porównaniu do wankomycyny. Poza tym 
okazało się, że pomimo oznaczonej in vitro wrażliwości 
na teikoplaninę, terapie bakteriemii o etiologii Staphy-
lococcus spp. przy zastosowaniu tego antybiotyku koń-
czyły się niepowodzeniem. Dlatego obecnie, ze względu 
na ryzyko wyselekcjonowania szczepów gronkowców 
opornych na ten i  inne antybiotyki glikopeptydowe, 
nie zaleca się stosowania teikoplaniny w leczeniu tego 
typu infekcji [9, 72]. 

Niedawno zarejestrowana została również inna 
pochodna wankomycyny, telawancyna. Jest to półsyn-
tetyczny lipoglikopeptyd, w którym, do heptapetydowej 
części rdzeniowej, został dołączony lipofilny łańcuch 

boczny. Dzięki tej modyfikacji telawancyna wykazuje 
znacznie dłuższy, w  porównaniu do wankomycyny, 
okres połowicznego rozpadu (może być podawana co 
24 godziny). Ponad to łańcuch boczny ułatwia zakotwi-
czenie antybiotyku w strukturach osłon komórkowych, 
wpływa na integralność oraz przepuszczalność błony 
komórkowej, a tym samym zwiększa aktywność prze-
ciwbakteryjną tego lipoglikopeptydu. Telawancyna jest 
antybiotykiem zalecanym do leczenia skomplikowanych 
zakażeń w obrębie skóry i tkanek podskórnych, wywo-
ływanych przez drobnoustroje Gram-dodatnie, w tym 
również szczepy MSSA, MRSA oraz VISA i hetero-VISA 
(wartości MIC od 0,03 do 1 mg/L), jednak nie wykazuje 
aktywności wobec vanA-pozytywnych izolatów VRE 
oraz VRSA (MIC od 1 do 4 mg/L) [40, 86].

Ciągle w fazie testów klinicznych znajdują się inne 
pochodne wankomycyny takie jak dalbawancyna oraz 
oritawancyna, których jedna lub dwie dawki są wystar-
czające do przeprowadzenia całego procesu terapeutycz-
nego. Jednak dalbawancyna, podobnie jak telawancyna, 
nie stanowi induktora ekspresji operonu vanA zarówno 
u wankomycyno-opornych szczepów enterokoków, jak 
i vanA-pozytywnych S. aureus [40, 62, 64, 86].

2.2. Kryteria wrażliwości na glikopeptydy

Wielokrotnie dokumentowane przypadki niepo-
wodzeń terapii wankomycyną zakażeń MRSA, mimo 
wrażliwości szczepu oznaczanej in vitro, poza poszuki-
waniem przyczyny tego zjawiska, skłoniły mikrobiolo-
gów i lekarzy do zastanowienia się, czy dotychczasowe 
wartości MIC glikopeptydów, przyjmowane jako punkty 
odcięcia między szczepami wrażliwymi, a opornymi nie 
są zbyt wysokie. Pojawiło się wiele prac, w których udo-
kumentowano, że znacznie więcej niepowodzeń wystę-
puje w przypadkach, kiedy wartości MIC wankomycyny 
są większe od 2 mg/L [21, 36, 68]. Dlatego w kwietniu 
2010 r. EUCAST (European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing) wprowadził nowe kryteria 
oporności S. aureus na wankomycynę (MIC ≥ 4 mg/L), 
obowiązujące w  Polsce od 01.01.2011 r., które zostały 
przedstawione w Tabeli I [26–29]. W Tabeli I przedsta-
wiono również wytyczne CLSI (?e Clinical and Labo-
ratory Standards Institute), obowiązujące w Polsce do 
końca 2010 r. [17–20].

3. Nabyta oporność na wankomycynę

3.1. Enterokoki VRE

W 1988 roku został wyizolowany pierwszy szczep 
Enterococcus faecium wykazujący oporność na wysokie 
stężenia wankomycyny oraz teikoplaniny (VRE/GRE, 
vancomycin/glycopeptide resistant Enterococcus) [92].
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Jak wykazano, oporność enterokoków na glikopep-
tydy jest warunkowana obecnością operonu van. Od 
pojawienia się pod koniec lat ’80 XX w. pierwszych izo-
latów klinicznych enterokoków opornych na glikopep-
tydy, do chwili obecnej, zidentyfikowano dziewięć feno-
typów oporności na glikopeptydy: VanA, VanB, VanC, 
VanD, VanE, VanG, VanL, VanM oraz VanN, różniących 
się między sobą pochodzeniem, fenotypowym wyra-
żeniem cechy (D-Ala-D-Lac u  szczepów o  fenotypie 
VanA, B, D i M; D-Ala-D-Ser u wariantów VanC, E, G, L 
i N), lokalizacją w genomie bakteryjnym, zdolnością do 
koniugacyjnego przekazywania, rozpowszechnieniem 
wśród enterokoków i innych rodzajów drobnoustrojów 
oraz sposobem regulacji ekspresji genów wchodzących 
w skład operonu [42, 52, 53, 65, 90, 99]. Operon vanA 
zostanie dokładniej scharakteryzowany w dalszej części 
niniejszej pracy.

Obecnie zakażenia wywoływane przez VRE dotyczą 
niemal wszystkich krajów zurbanizowanych oraz rozwi-
jających się na świecie. W epidemiologii zakażeń VRE 
największą rolę odgrywają dwa gatunki, tj. E. faecium 
i  znacznie rzadziej E. faecalis. Łatwość rozprzestrze-
niania się tych szczepów w  środowiskach szpitalnych 
wynika z  nakładania się dwóch zjawisk: i)  przekazy-
wania genów oporności na drodze różnych mechaniz-
mów horyzontalnego transferu (przede wszystkim 
koniugacji) oraz ii)  tzw. „szerzenia klonalnego”, czyli 
powstawania i  rozprzestrzeniania się szczepów blisko 
spokrewnionych ze sobą. Udział VRE w międzygatun-
kowej (w obrębie rodzaju Enterococcus), a nawet mię-
dzyrodzajowej (Enterococcus, Staphylococcus, Listeria) 
wymianie materiału genetycznego in vivo oraz in vitro 
posiada szeroką dokumentację [8, 63–65, 70]. Uznaje 
się, że znany już od początku lat ’90-tych XX w., typ 
epidemiczny E. faecium CC17, na przestrzeni lat także 
powiększył rozmiar genomu o około 150 kpz (geny 
esp) [51]. Potwierdza to zdolność tych drobnoustrojów 

zarówno do pobierania, jak i przekazywania elementów 
genetycznych innym bakteriom. 

3.2. Transfer operonu vanA ze szczepów Enterococcus 

 spp. do izolatów metycylino-opornych
 Staphylococcus aureus – możliwości i obawy

Od pojawienia sie oporności na wankomycynę 
u  enterokoków, prowadzono badania nad możliwoś-
cią przeniesienia genów oporności z VRE do S. aureus 
[63, 70]. Próby przekazania drogą koniugacji plazmidu 
zawierającego transpozon Tn1546 (operon vanA) 
w  warunkach laboratoryjnych, zakończyły się powo-
dzeniem jedynie w pracach W.C. N o b l e  z 1992 roku 
[70]. Transkoniuganty otrzymywane w  późniejszych 
latach, przez innych badaczy najczęściej nie wyrażały 
fenotypu VanA, a przynajmniej nie na takim poziomie 
jak enterokoki lub wykazywały wysoką niestabilność 
cechy [63]. Wydawało się zatem, że możliwość transferu 
genów vanA z VRE do MRSA jest bardzo mało prawdo-
podobna. Jednakże drobnoustroje same zweryfikowały 
te wątpliwości, ponieważ w 2002 roku w Michigan, USA, 
wyizolowano pierwszy, naturalnego pochodzenia szczep 
S. aureus, wykazujący fenotyp o wysokiej oporności na 
wankomycynę (VRSA, vancomycin resistant S. aureus) 
[14, 96]. Analizy genetyczne potwierdziły obecność 
u tego izolatu operonu vanA, a wartości MIC wanko-
mycyny dla szczepu wynosiły 1024 mg/L, a teikoplaniny 
32 mg/L [14]. 

Z badań przeprowadzonych w 2006  roku przez 
Wa l d r o n  oraz L i n d s a y  wynika [95], że aby doszło 
do przeniesienia oraz ekspresji genów oporności na 
glikopeptydy z enterokoków do S. aureus szczep biorcy 
musi być mutantem defektywnym w systemie restrykcji 
i modyfikacji R-M typu I [95]. Jednym z genów kodują-
cych systemy R-M u S. aureus jest hsdR. Jednak badania 
przeprowadzone w 2009 roku na trzech szczepach gron-

2002–2005 ≤4 8–16 ≥32 ≤8 16 ≥32 – – – – – –

2006–2008 ≤2 4–8 ≥16 ≤8 16 ≥32 ≤4* 8* ≥16* ≤4* 8* ≥16*

2009 ≤2 4–8 ≥16 ≤8 16 ≥32 ≤4* 8* ≥16* ≤4* 8* ≥16*
       ≤1** 2** ≥4** ≤1** 2** ≥4**

2010 ≤2 4–8 ≥16 ≤8 16 ≥32 ≤1 2 ≥4 ≤1 2 ≥4
       ≤2*** –*** ≥4*** ≤2*** –*** ≥4***

2011 – – – – – – ≤2 – ≥4 ≤2 – ≥4

2012–2013 – – – – – – ≤2 – ≥4 ≤2 – ≥4

Tabela I
Kryteria oporności na wankomycynę i teikoplaninę, według rekomendacji CLSI oraz EUCAST, w latach 2002–2013

* od 20–06–2006 do 21–12–2009
** od 22–12–2009
*** od 04–2010

Rok

CLSI EUCAST

MIC wankomycyny (mg/L) MIC teikoplaniny (mg/L) MIC wankomycyny (mg/L) MIC teikoplaniny (mg/L)

S I RRISRIR SIS
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kowca złocistego, pozbawionych genu hsdR wykazały, 
że mutacja w hsdR, kodującego endonukleazę Sau1, nie 
jest wystarczająca, aby w szczepie S. aureus uległy eks-
presji geny kodowane przez DNA pochodzące z innego 
rodzaju bakterii [93]. Być może odpowiedzialne są za 
to jeszcze inne, do tej pory niezidentyfikowane mody-
fikacje genomu np. mutacje w genie metylazy systemu 
modyfikacji typu I.

Z kolei badania przeprowadzone z udziałem kli-
nicznych izolatów VRSA [80, 96] wykazują, że warun-
kiem przeniesienia i ekspresji genów vanA do szcze-
pów S. aureus jest sekwencja dwóch następujących po 
sobie genetycznych zdarzeń: koniugacyjnego transferu 
z  udziałem plazmidu należącego do rodziny Inc18, 
a następnie wycięcia, przeniesienia i wbudowania, czyli 
translokacji transpozonu Tn1546 do chromosomu 
komórki biorcy. Potwierdzają to wyniki najnowszych 
badań, uzyskane przez dwie niezależne grupy badaw-
cze, które donoszą o skutecznym HGT (horizontal gene 
transfer) operonu vanA z  wankomycyno-opornych 
szczepów Enterococcus sp. do kompetentnych komórek 
MRSA, w warunkach in vitro [24, 100].

3.3. Wankomycyno-oporne szczepy
 Staphylococcus aureus (VRSA)

Szczepy S. aureus oporne na glikopeptydy (VRSA, 
GRSA), można zaliczyć do dwóch grup: posiadających 
operon vanA oraz vanA-negatywnych. Ponadto, poni-
żej zostaną omówione warianty, co prawda wrażliwe na 
glikopeptydy, ale wytwarzające subpopulacje komórek 
o  obniżonej wrażliwości lub opornych, tzw. szczepy 
h-VISA.

3.3.1. Mechanizm oporności u VRSA warunkowany
 obecnością operonu vanA

Począwszy od 2002 roku, kiedy w Michigan, został 
wyizolowany pierwszy szczep Staphylococcus aureus 
wykazujący wysoki poziom oporności na antybiotyki 
glikopeptydowe, do chwili obecnej, na całym świecie 
zostało opisanych 13 potwierdzonych przypadków 
zakażeń u ludzi o etiologii VRSA (wg kryteriów CLSI). 
U każdego z tych izolatów oporność na wankomycynę 
warunkowana była obecnością genów operonu vanA, 
pochodzących od Enterococcus spp. [11–13, 31, 61, 
74, 75, 85, 86]. 

System vanA u enterokoków zlokalizowany jest na 
transpozonie Tn1546, o wielkości 10,851 kpz, zalicza-
nym do rodziny transpozonów podobnych do Tn3. 
Tn1546 może być wbudowany zarówno do chromo-
somu, jak i do dużego plazmidu koniugacyjnego. Jest 
on ruchomym, podlegającym replikatywnej transpo-
zycji elementem genetycznym, o~ankowanym 36- do 
38-nukleotydowymi niedoskonałymi, odwróconymi 
sekwencjami powtórzonymi (inverted repeats, IR). 

Zawiera siedem genów: vanH, vanA, vanX, vanR, vanS, 
vanY i vanZ, podlegających transkrypcji ze wspólnego 
promotora i podlegających wspólnej regulacji oraz dwie 
otwarte ramki odczytu ORF1 i ORF2, ulegające trans-
krypcji w dwóch przeciwnych kierunkach. Kodują one, 
odpowiednio: gen transpozazy (tnp) oraz gen resolwazy 
(res) [5, 35].

Do wyrażenia fenotypu oporności na wankomycynę 
typu VanA niezbędne są geny: vanH, vanA oraz vanX. 
Produkt VanH, jest 322-aminokwasowym białkiem, 
pełniącym funkcję dehydrogenazy kwasów 2-hydroksy 
(alfa-keto-) karboksylowych. Przeprowadza ono reduk-
cję kwasu pirogronowego, prowadząc do powstania 
D-mleczanu (D-Lac). Jest to enzym wysoce specyficzny, 
wykazuje aktywność jedynie wobec kwasów będących 
izomerami optycznymi typu D [5, 6, 10]. Białko VanX, 
posiada aktywność D,D-dipeptydazy i katalizuje reakcję 
hydrolizy wiązania peptydowego pomiędzy dwoma resz-
tami D-Ala w pentapeptydzie. W ten sposób na końcu 
łańcucha tetrapeptydu pozostaje reszta D-Ala z wolną 
grupą karboksylową [76]. 

Produkty reakcji dehydrogenacji pirogronianu oraz 
hydrolizy wiązania peptydowego w D-Ala-D-Ala, czyli 
D-mleczan i reszta D-Ala

4
 tetrapeptydu prekursora pep-

tydoglikanu, stanowią substraty dla ligazy VanA. VanA, 
w  przeciwieństwie do ligazy D-Ala-D-Ala, jest enzy-
mem, który wykazuje wysoką specyficzność substra-
tową do D-Lac [10, 53, 62]. Dzięki aktywności enzymów 
VanH, VanA i VanX powstaje prekursor mureiny, który 
na końcu łańcucha bocznego zawiera D-Ala-D-Lac. 
Cząsteczka depsipeptydu posiada inną strukturę prze-
strzenną niż D-Ala-D-Ala, która nie pasuje do kieszonki 
w cząsteczce wankomycyny (wytwarza się jedno wiąza-
nie wodorowe mniej), co skutkuje znacznie niższym (ok. 
1000x) powinowactwem antybiotyku do D-Ala-D-Lac. 
Wankomycyna nie wiąże się z prekursorem peptydo-
glikanu i tym samym nie może spełnić swojej funkcji. 
Reakcje transglikozylacji oraz transpeptydyzacji, czyli 
ostatnie etapy syntezy ściany komórkowej mogą zacho-
dzić bez zakłóceń, a komórka mikroorganizmu wyka-
zuje fenotyp oporności na antybiotyk glikopeptydowy 
[53, 62, 77]. 

Pozostałe dwa geny ulegające transkrypcji z promo-
tora P

H
,: vanY i vanZ pełnią mniej istotną rolę w wyra-

żeniu fenotypu oporności na glikopeptydy typu VanA. 
VanY jest białkiem o masie cząst. 38,4 kDa, wykazuje 
aktywność D,D-karboksypeptydazy o szerokim spek-
trum substratowym, która odcina reszty D-alaniny od 
każdego białka lub peptydu, które posiada ten amino-
kwas na końcu cząsteczki, w tym również od penta-
peptydu. W ten sposób, zmniejszając liczbę cząsteczek 
stanowiących docelowe miejsce wiązania wankomycyny, 
pełnią funkcję wspomagającą do wyrażenia fenotypu 
opor ności [4, 98]. Z kolei białko VanZ najprawdopo-
dobniej odgrywa rolę w wyrażeniu oporności na niskim 
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poziomie na teikoplaninę, szczególnie w sytuacji braku 
genów odpowiedzialnych za syntezę depsipeptydu [3]. 

Geny operonu vanA u S. aureus, podobnie jak u Ente-
rococcus spp. podlegają regulacji, a  wyrażany fenotyp 
VanA oporności na glikopeptydy jest systemem induk-
cyjnym. Induktorami mogą być zarówno glikopeptydy, 
jak również czynniki nieglikopeptydowe – bacytracyna, 
polimyksyna B i robenidyna, stosowane w medycynie, 
ale również np. w leczeniu chorób infekcyjnych u dro-
biu [53, 62, 92]. W mechanizmie regulacji uczestniczą 
dwa, podlegające transkrypcji z własnego promotora P

R
, 

geny: vanR i vanS. Białko VanS pełni funkcję sensora, 
zlokalizowanego w błonie komórkowej bakterii i wyka-
zuje aktywność kinazy histydynowej. Aktywacja sensora 
następuje w obecności ligandu [62]. Cząsteczki aktyw-
nego sensora dokonują reakcji fosforylacji substrato-
wej drugiego białka, VanR (response regulator), które 
pełni funkcję pozytywnego czynnika transkrypcyjnego 
operonu vanA. Zatem w obecności ligandu, VanS pełni 
funkcję aktywatora dla VanR i dochodzi do wyrażenia 
fenotypu oporności, natomiast w sytuacji nieobecności 
wankomycyny białko sensora pozostaje nieaktywne, 
białko odpowiedzi znajduje się w stanie defosforylacji, 
a geny vanA nie ulegają ekspresji [2, 39]. 

3.3.1.1. Heterologiczna ekspresja operonu vanA
 u wankomycyno-opornych S. aureus

Fenotyp VanA charakteryzuje się opornością zarówno 
na wankomycynę, jak i na teikoplaninę. Analiza wartości 
MIC wankomycyny izolatów VRSA wykazała, że choć 
wszystkie przekraczają wartość graniczną, co pozwala 
je uznać za oporne (przy zastosowaniu zarówno sta-
rych, jak i obecnie obowiązujących kryteriów, zarówno 
CLSI, jak i  EUCAST (Tabela  I), to jednak są one dla 
poszczególnych szczepów bardzo zróżnicowane i znaj-
dują się w  granicach między 32 a 1024 mg/L. Z kolei 
wartości MIC teikoplaniny izolatów VRSA zawierają się 
w przedziale między 8 a 32 mg/L, co również pozwala 
je wszystkie zaklasyfikować jako oporne, ale jedynie 
zgodnie z obecnie obowiązującymi kryteriami EUCAST 
[26, 48]. Natomiast gdyby zastosować normy oporności 
wg CLSI z 2009 roku to część szczepów byłoby klasy-
fikowanych jako wrażliwe, część jako średniowrażliwe, 
a niektóre jako oporne na teikoplaninę. Zróżnicowany 
poziom ekspresji genotypu vanA oraz brak ujedno-
liconego systemu kryteriów stwarza liczne problemy 
z  prawidłową i  konsekwentną interpretacją wyników 
oznaczenia wartości MIC.

Istotne stało się zbadanie przyczyn oraz mechaniz - 
mu heterologicznej ekspresji operonu vanA u różnych 
szczepów S. aureus. W tym celu przeprowadzono ana-
lizę porównawczą genomu pierwszego izolatu VRSA-M, 
wykazującego wysoki poziom oporności na obydwa gli-
kopeptydy ze szczepem, pochodzącym z  tego samego 
roku VRSA-P, wykazującego znacznie niższe wartości 

MIC glikopeptydów [11, 13, 16]. Wykazano, że szczep 
VRSA-M posiada transpozon Tn1546, o wielkości 
10,851 kpz w dzikiej, niezmienionej formie. Natomiast 
transpozon izolatu VRSA-P znacznie różni się od dzi-
kiej wersji Tn1546. Zidentyfikowano w nim dużą delecję 
pomiędzy pierwszym a 3098 nukleotydem na 5’-końcu 
transpozonu, obejmującą sekwencję kodującą genu 
transpozazy tnp; ponadto, powyżej nukleotydu 3099 
zlokalizowano 809-nukleotydową insercję, podobną 
do IS1216 oraz w regionie intergenicznym genów vanS 
i  vanH odnaleziono odwróconą, 1499-nukleotydową 
sekwencję podobną do IS1251 [16]. Tak duże modyfi-
kacje elementu genetycznego Tn1546 w VRSA-P mogą 
tłumaczyć odmienną ekspresję genów oporności. 

Podobne obserwacje heterologicznej ekspresji genów 
warunkujących oporność na wankomycynę typu VanA, 
poczyniono również dla wankomycyno-opornych ente-
rokoków już w latach ‘90 [32, 45, 46]. Wykazano, że 
w procesie horyzontalnego transferu genów transpozon 
Tn1546, który w szczepie dawcy występował w obrębie 
40 kpz fragmentu DNA, w szczepie biorcy występował 
na odcinkach znacznie większych, od 150 do 450 kpz 
[35] lub mniejszych o około 2 kpz [87]. Dokładniej-
sza analiza wykazała że postkoniugacyjne modyfika-
cje mogą polegać na wstawieniu sekwencji podobnej 
do IS16 w obrębie genu vanY, co powoduje obniżenie 
wartości MIC teikoplaniny [69]. Inne zmiany, które 
zidentyfikowano u VRE mogą polegać na wstawianiu 
sekwencji insercyjnych podobnych do IS1216, IS1251 
lub ISEfa4 w  różnych miejscach Tn1546, tj.: powy-
żej ORF1; w regionie międzygenowym ORF2 – vanR, 
vanS – vanH, vanX – vanY, czy w obrębie sekwencji 
kodującej vanY. W szczepach Enterococcus spp. wanko-
mycyno-opornych i wykazujących wrażliwość na teiko-
planinę, o genotypie vanA, znaleziono również liczne 
delecje fragmentów lub całych genów: tnp, res, vanR, 
vanS, vanY, vanZ oraz mutacje punktowe, typu zmiany 
sensu, w genach vanR, vanS, vanA, vanH, vanY, vanZ 
[32, 46, 87]. Wydaje się zatem, że liczne zmiany muta-
cyjne w obrębie sekwencji Tn1546, tj.: insercje, dele- 
cje, mutacje punktowe zarówno wśród szczepów wan-
komycyno-opornych enterokoków, jak i gronkowców, 
mogą powodować brak możliwości wyrażenia prawi-
dłowego fenotypu VanA i tym samym heterologiczną 
ekspresję genów vanA, specyficzną nawet dla poszcze-
gólnych izolatów.

3.3.1.2. Wankomycyno-oporne S. aureus

 – analiza przypadków
Na całym świecie, do tej pory odnotowano 13 przy-

padków izolacji szczepów VRSA. Jedenaście miało miej-
sce w Stanach Zjednoczonych, z czego osiem w Michi-
gan, jeden w Pensylwanii, jeden w Nowym Yorku i jeden 
w Delaware [31, 74, 85, 86]. Ponadto odnotowano rów-
nież trzy przypadki izolacji wankomycyno-opornych 
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S. aureus w Indiach [78, 91] oraz dwa w Iranie [1], tych 
ostatnich jednak nie uznano ich za odpowiednio udo-
kumentowane. Jedynymi wiarygodnymi doniesieniami 
spoza Ameryki są najnowsze prace M i r a n i  i  J a m i l 
z  2013 roku, Pakistan [61] oraz Dezful ian i wsp. 
z 2012 roku, Iran [25]. 

3.3.1.3. Epidemiologia szczepów VRSA vanA
Choć od momentu, kiedy wyizolowano pierwsze kli-

niczne warianty VRSA vanA, minęła już ponad dekada, 
dotychczas w literaturze zostało odnotowanych jedynie 
13 przypadków. Wydaje się zatem, że zdarzenia gene-
tyczne, które muszą zajść, aby doszło do przekazania 
operonu vanA i wyrażenia cechy wankomycyno-opor-
ności zachodzą z niezwykle niską częstością [24, 100]. 
Dlatego też ryzyko globalnego rozprzestrzenienia szcze-
pów S. aureus niosących geny vanA jest stosunkowo nie-
wielkie. Ponadto, dodatkowym czynnikiem ogranicza-
jącym rozwój globalnej epidemii jest fakt, iż niektóre 
z izolatów VRSA posiadają mutację w genie ddl, kodu-
jącym ligazę D-Ala-D-Ala [55, 59]. Efektem fenotypo-
wym takiej modyfikacji genetycznej jest uzależnienie 
wzrostu i przeżycia szczepu bakteryjnego od obecności 
wankomycyny. W normalnych warunkach mutacje te 
są letalne, z powodu braku możliwości przeprowadze-
nia wszystkich etapów biosyntezy ściany komórkowej. 
Dla wariantów vanA-pozytywnych jedyną możliwością 
przeżycia jest wykorzystanie do tych procesów ligazy 
D-Ala-D-Lac, która wykazuje bardzo wysoką specy-
ficzność substratową. Zatem w komórkach musi zacho-
dzić ekspresja operonu vanA, tak aby powstał i enzym, 
i substrat dla enzymu. Dzięki temu możliwe jest prze-
prowadzenie alternatywnego szlaku biosyntezy ściany 
komórkowej mutanta. A ponieważ vanA jest systemem 
indukcyjnym, zależnym od wankomycyny, presja anty-
biotyku jest warunkiem przeżycia szczepu [55, 59]. Speł-
nienie tego kryterium jest możliwe jedynie w warun-
kach szpitalnych, ponieważ glikopeptydy w  działaniu 
ogólnoustrojowym mogą być podawane jedynie poprzez 
iniekcję dożylną. Niewątpliwie jest to ważny czynnik 
ograniczający rozprzestrzenianie się klinicznych izo-
latów VRSA w warunkach ambulatoryjnych oraz przy 
udziale pacjentów nie leczonych wankomycyną. 

3.3.2. Szczepy VRSA – vanA-negatywne (dawne
 Staphylococcus aureus o obniżonej wrażliwości
 na wankomycynę, VISA) – pochodzenie oraz
 mechanizm oporności

Pierwszy szczep S. aureus wykazujący mechanizm 
obniżonej wrażliwości na wankomycynę (Mu50) został 
zidentyfikowany w maju 1996 roku, w jednym z japoń- 
skich szpitali klinicznych [37]. Izolat pochodził od czte-
romiesięcznego niemowlaka płci męskiej, operowanego 
z powodu atrezji tętnicy płucnej. W dwa tygodnie po 

zabiegu dziecko doznało zakażenia miejsca operowa-
nego. Ponieważ wyizolowany szczep był oporny na 
wszyst kie antybiotyki beta-laktamowe, w terapii pierw-
szego rzutu zastosowano wankomycynę [45 mg/kg/dobę) 
jednakże, pomimo długiego, 29-dniowego stosowania, 
leczenie okazało się nieskuteczne. W  terapii drugiego 
rzutu przez 12 dni podawano nadal wankomycynę, ale 
w  skojarzeniu z  antybiotykiem aminoglikozydowym 
– arbekacyną i choć początkowo poziom reaktywnego 
białka C (CRP, C-reactive protein) obniżył się do gra-
nicy normy, 12 dni po zakończeniu leczenia u niemow-
laka rozwinął się ropień podskórny, również o etiologii 
S. aureus. Kolejna sześcio-dniowa terapia (arbekacyna 
plus ampicylina/sulbaktam) wydawała się być skutecz na, 
jednak po odstawieniu leków poziom białka CRP był 
podwyższony i zmienny, co świadczyło, iż infekcja miała 
charakter przewlekły. Dopiero przedłużenie dawkowania 
arbekacyny z ampicyliną i sulbaktamem przez kolejne 
17 dni przyniosło oczekiwany efekt terapeutyczny 
[37]. Wyizolowany od małego pacjenta szczep MRSA, 
nazwany Mu50 (ATCC 700699) został poddany dokład-
nej analizie. Okazało się, że wykazywał wiele cech niety-
powych, ponieważ pomimo, że nie zawierał genów vanA 
ani vanB, MIC wankomycyny dla tego izolatu wynosiło 
8 mg/L, co w zależności od stosowanego kryterium, 
świadczyło o oporności lub średniej wrażliwości szczepu. 
Według ówczesnych kryteriów, stosowanych przez Bri-
tish Society for Antimicrobial ?erapy, Mu50 był oporny 
na wankomycynę (VRSA, MIC ≥ 8 mg/L), natomiast 
według amerykańskiego kryterium NCCLS (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, obecnie 
CLSI) – średniowrażliwy (VISA, MIC = 8–16 mg/L) [37]. 
Według obecnie stosowanych w  Polsce rekomendacji 
EUCAST, w których od kwietnia 2010 r. granica wrażli-
wości na wankomycynę dla S. aureus została obniżona do 
≤ 2 mg/L, szczep Mu50 jest wariantem VRSA. W reko-
mendacjach EUCAST szczepy średniowrażliwe (VISA), 
w  ogóle nie występują [26, 48]. Natomiast zgodnie 
z rekomendacjami CLSI, szczepy dla których wartości 
MIC wankomycyny znajdują się w przedziale 4–8 mg/L, 
nadal są szczepami VISA (Tabela I).

Pierwsze badania szczepu Mu50 wykazały, że posiada 
on dwukrotnie grubszą ścianę komórkową (około 
40 warstw peptydoglikanu) niż typowe, wrażliwe szczepy 
S. aureus. Produkuje też trzykrotnie więcej białek PBP2 
i PBP2’ oraz syntetyzuje trzykrotnie więcej prekursorów 
mureiny [37]. Wielu badaczy podjęło próby wyjaśnie-
nia mechanizmu obniżonej wrażliwości na glikopeptydy 
u tych szczepów, jak również próby doszukania się pew-
nych korelacji pomiędzy nietypowymi właściwościami 
ściany komórkowej, a wyrażaniem się fenotypu VISA, 
zarówno u Mu50, jak również późniejszych izolatów. 

Wzrost grubości ściany komórkowej wydawał się 
odgrywać kluczową rolę w  obniżeniu wrażliwości 
szczepów na glikopeptydy [33, 83]. Zakładano, że jest 
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to wypadkowa kilku innych procesów, które zachodziły 
w komórce, tj.: wzrostu syntezy bifunkcyjnego enzymu 
transglikozylazy i transpeptydazy (3–5 razy); nawet 
20-krotnego wzrostu wewnątrzkomórkowej produkcji 
N-acetylo-glukozaminy oraz syntezy i akumulacji pre-
kursorów peptydoglikanu, czyli lipidu I oraz lipidu II 
w  błonie cytoplazmatycznej (3–8 razy) [33] i  tym 
samym przyspieszenia metabolizmu ściany komórkowej 
zarówno na etapie wbudowywania, jak i uwalniania jej 
składników [83]. PBP2 oraz, warunkowane obecnością 
genu mecA, PBP2’ (PBP2a), rzeczywiście mogą wpływać 
na efektywność włączania nowych heteromerów do już 
istniejącej sieci peptydoglikanu, jak również na wydaj-
ność wytwarzania wiązań poprzecznych w mureinie. 
Jednak dalsze badania dowiodły, że nie ma to wpływu na 
zwiększenie oporności szczepów S. aureus na antybio-
tyki glikopeptydowe, a jedynie na beta-laktamy [22, 33]. 
Nie stwierdzono również oporności krzyżowej bakterii 
na te dwie grupy chemioterapeutyków [22]. 

Z kolei istotne wydają się być te zmiany, które zwią-
zane są z wcześniejszymi etapami biosyntezy ściany 
komórkowej. Analiza sekwencji genomu oraz porów-
nanie 362 otwartych ramek odczytu ORF (open reading 
frame) pomiędzy Mu50 a wzorcowym szczepem MRSA, 
wrażliwym na wankomycynę N315, wykazało aż 213 róż-
nic na poziomie DNA, z czego 174 (6,6% ze wszystkich 
2699 genów szczepu Mu50) dawało efekt zmiany sensu 
na poziomie produktu genu [49, 71]. Zmiany te doty-
czyły przede wszystkim trzech grup genów: i) związa-
nych z transportem komórkowym (14,9% ze 174 istot-
nie różniących się); ii)  związanych z  metabolizmem 
węglowodanów (5,7%); iii) uczestniczących w syntezie 
RNA oraz mechanizmach regulacyjnych (8,0%) [49, 71]. 
Uzyskane wyniki wydają się potwierdzać oraz wyjaśniać 
niektóre wcześniejsze hipotezy, ponieważ węglowodany, 
takie jak glukoza czy glukozamina mogą w  komórce 
bakteryjnej być wykorzystywane jako źródło węgla 
w procesach biosyntezy peptydoglikanu ściany komór-
kowej [21, 23]. Związki te mogą ulegać włączeniu w cykl 
przemian metabolicznych za pośrednictwem systemu 
fosfotransferaz PTS (phosphotransferase system), który 
podczas procesów transportu komórkowego przepro-
wadza reakcje fosforylacji substratowej cukrów. W ten 
sposób np. przy udziale aminotransferazy 6-fosfo-glu-
kozoamino-fruktozy, może być syntetyzowana 6-fos-
foglukozamina (GlcN-6-P), która stanowi substrat do 
produkcji jednego z cytoplazmatycznych prekursorów 
mureiny. Inne białka transporterów odgrywające rolę 
w produkcji ściany komórkowej, to związki zaliczane do 
podrodziny transporterów w systemie typu ABC (ATP-
-binding cassette transporter), takie jak transporter fos-
foheksozowy (kodowany przez gen uhpT), transporter 
fosfoglicerolowy (glpT) czy transporter specyficzny dla 
laktozy (lacE). Ponadto wykazano, że różnice genetyczne 
między szczepem Mu50, a N315, wrażliwym na wanko-

mycynę, dotyczą również trzech genów: acsA, syntetazy 
acetylo-koenzymu  A; pykA, kinazy pirogronianowej 
oraz lctE, dehydrogenazy L-mleczanowej, związanych 
z cyklem przemian kwasów trójkarboksylowych (TCA, 
tricarboxylic acid cycle), prowadzących do powstania 
pirogronianu. Pirogronian z kolei uczestniczy w syntezie 
glutaminianu, będącego składnikiem w GlcNAc-β-(1,4)-
MurNAc-pentapetydzie. Znaleziono również zmiany 
w 17 genach odgrywających rolę w procesach regula-
cyjnych, z których pięć jest zaliczanych do tzw. dwu-
składnikowych systemów regulatorowych TCSTS (two 
components signal transduction system). Polegały one 
na substytucji pojedynczego nukleotydu [44, 49, 71]. 

Wzmożony transport oraz synteza prekursorów pep- 
tydoglikanu mogą w efekcie powodować powstawanie 
ściany komórkowej o nietypowej budowie oraz gru -
bości. Ponadto wykazano, że w pentapeptydzie mureiny 
szczepu Mu50 znajduje się więcej cząsteczek glutami-
nianu pozbawionego reszty aminowej [34]. Począt-
kowo przypuszczano, że przyczyną może być mutacja 
lub obniżenie ekspresji genu glnA, kodującego syntetazę 
glutaminy, która w procesie biosyntezy ściany komórko-
wej jest dawcą grupy aminowej dla prekursorów hete-
rodimeru [34]. Okazało się, że glutamina faktycznie 
odgrywa kluczową rolę w powstawaniu prawidłowej 
cząsteczki aminokwasu, ale w jej niedoborze znacze-
nie odgrywa inne podłoże molekularne. Podwyższe-
nie poziomu syntezy lipidu I oraz lipidu II powoduje 
spadek poziomu wewnątrzkomórkowej glukozy, która 
stanowi punkt wyjścia dla licznych przemian metabo-
licznych, w tym również dla syntezy glutaminy [21, 23]. 
Ponadto, sekwencjonowanie wybranych genów szczepu 
Mu50 oraz wrażliwego wariantu S. aureus N315, ujaw-
niło substytucję nukleotydu w nasD, co spowodowało 
zastąpienie glicyny Gly478 przez alaninę w  produkcie 
genu. Powstanie nieaktywnej biologicznie reduktazy 
azotanu, prowadzi do obniżenia poziomu wewnątrzko-
mórkowego amoniaku, który stanowi jeden z dawców 
grupy aminowej dla glutaminy [71]. 

W komórkach szczepów bakteryjnych wykazujących 
zmniejszoną wrażliwość na wankomycynę obserwuje się 
zwiększenie grubości ściany komórkowej, ale zawiera 
ona w swojej strukturze dużą ilość pentapeptydów z glu-
taminianem, pozbawionym reszty aminowej na końcu. 
Uniemożliwia to wytwarzanie przez transpeptydazę 
PBP wiązania peptydowego pomiędzy L-Lys a  grupą 
karboksylową glicyny w  łańcuchu pentaglicynowym, 
a tym samym mostków poprzecznych pomiędzy resztą 
L-lizyny jednego pentapeptydu, a  resztą D-alaninową 
innego. W  efekcie powstaje peptydoglikan o  zmie-
nionym składzie jakościowo-ilościowym, zawierający 
zwiększoną ilość niezwiązanych dimerów D-alanino-
-D-alaninowych na końcach pentapeptydów oraz ze 
zmienioną strukturą przestrzenną, czyli mniej usiecio-
waną [23, 34, 38]. 
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Wzmożone procesy metaboliczne prowadzą również 
do uwalniania większej ilości dimerów D-Ala-D-Ala, 
które nie ulegają wbudowaniu w strukturę peptydogli-
kanu, lecz znajdują się w  przestrzeni trójwymiarowej 
sieci [83]. Stanowią one dodatkowe punkty uchwytu dla 
wankomycyny. U drobnoustrojów Gram-dodatnich czą-
steczki tego antybiotyku wnikają w strukturę przestrzen-
nej sieci, ale warunkiem zadziałania leku (wywołania 
efektu bakteriostatycznego lub bakteriobójczego) jest 
dotarcie do docelowego miejsca, czyli tuż przy błonie 
komórkowej [7, 23]. Zmniejszone usieciowanie mureiny 
ułatwia penetrację glikopeptydu, ale po drodze natrafia 
on na wolne dimery D-Ala-D-Ala, zarówno w oczkach 
sieci peptydoglikanu, jak i na końcach pentapeptydów, 
które stanowią swoistą „pułapkę” dla wankomycyny. 
Zatem może zaistnieć sytuacja w której wszystkie czą-
steczki leku ulegną związaniu, a tym samym inaktywacji, 
zanim dotrą do właściwego miejsca swojego działania, 
czyli tam gdzie zachodzą reakcje polimeryzacji hetero-
dimerów -(GlcNAc-β-(1,4)-MurNAc-pentapetyd)- [38, 
83]. Ponadto penetracja wankomycyny może być dodat-
kowo utrudniona ze względu na rozbudowaną struk-
turę przestrzenną cząsteczek antybiotyku. Związane 
i  uwięzione w  pierwszych warstwach peptydoglikanu 
cząsteczki antybiotyku, uniemożliwiają przenikanie 
kolejnych, aktywnych do głębszych warstw sieci [21]. 
Badania przeprowadzone przez C u i  i wsp. dowodzą, 
że podczas hodowli szczepów VISA na podłożu z wan-
komycyną (30 mg/L), stężenie antybiotyku w pożywce 
zmniejsza się w zależności od czasu inkubacji i jedno-
cześnie zwiększa się wysycenie nim mureiny bakterii. 
Zmiany strukturalne ściany komórkowej mają jedynie 
wpływ na szybkość i tym samym wydajność pochłania-
nia wankomycyny (wprost proporcjonalnie do stopnia 
uszkodzenia heteropolimeru), jednakże nie decydują 
o wyniku ilościowym [21]. 

Przeprowadzone dotychczas badania nie pozosta-
wiają wątpliwości, że pogrubiona ściana komórkowa 
u szczepów S. aureus odgrywa kluczową rolę w wyraże-
niu się fenotypu obniżonej wrażliwości na wankomy-
cynę. Okazuje się jednak, że na taki efekt wpływają nie 
tylko procesy wzmożonej syntezy i kumulacji prekurso-
rów peptydoglikanu, lecz również obniżonej aktywności 
autolitycznej. 

Reakcje autolityczne u S. aureus zachodzą z udziałem 
około 20 różnych enzymów hydrolitycznych i odgrywają 
naturalną rolę w procesach fizjologicznych komórki bak-
teryjnej takich jak: wzrost i podziały komórki; produkcja 
i utylizacja muropeptydu; liza komórki indukowana inhi-
bitorami syntezy peptydoglikanu; remodeling heteropo-
limeru związany np. z powstawaniem pili koniugacyj-
nych. Do najważniejszych hydrolaz zalicza się: amidazę 
N-acetyl-muramyl-L-alaninową (amidaza N-MurAc-
-L-Ala), N-acetyl-glukozoaminidazę (N-GlcAc-amini- 
daza), N-acetyl-muraminidazę (N-MurAc-aminidaza), 

endopeptydazy oraz transglikozylazy. Najlepiej poznane 
autolizyny: amidaza N-MurAc-L-Ala (62 kDa) oraz 
N-GlcAc-aminidaza (51 kDa) są kodowane przez jeden 
wspólny gen oraz transkrypt atl, którego pierwotny 
produkt o masie 138 kDa, podczas obróbki posttran-
slacyjnej ulega cięciu proteolitycznemu na dwa aktywne 
enzymy o masach cząsteczkowych 62 i 51 kDa. Ami-
daza N-MurAc-L-Ala uczestniczy w odłączaniu pen-
tapeptydu od łańcucha heteropolimeru, natomiast 
N-acetyl-glukozoaminidaza ma swoje miejsce rozpo-
znawalne pomiędzy resztą -(N-GlcAc)- a pierwszym 
aminokwasem pentapeptydu (L-Ala). Z kolei rodzina 
białek Lyt pełni funkcje endopeptydaz. Najważniej-
sza z nich endopeptydaza glicyl-glicynowa, LytM, 
jest białkiem o masie 32 kDa i uczestniczy w rozcina-
niu wiązań poprzecznych (mostki pentaglicynowe) 
sieci peptydoglikanu [94]. 

Już pierwsze badania prowadzone na szczepie wzor- 
 cowym VISA (Mu50) wskazywały na zaburzenia w re- 
cyklingu składników jego ściany komórkowej oraz na 
wolniejsze uwalnianie hydrolizowanych łańcuchów 
mureiny [33]. S i e r a d z k i  i To m a s z  dowodzą, że 
efekt ten jest związany raczej ze zmodyfikowaną struk-
turą peptydoglikanu niż z budową lub funkcją samych 
autolizyn [84]. Zaobserwowano, że jeżeli szczepy 
S. aureus rosną na podłożach zawierających subinhibi-
cyjne stężenia wankomycyny, to komórki bakterii rosną 
w postaci bezpostaciowych skupisk (gron) i zawierają 
nierozdzieloną, amorficzną ścianę komórkową [84]. 
Świadczy to o tym, że w obecności antybiotyku docho-
dzi do zaburzeń procesów litycznych, przez co, w trak-
cie podziałów nie mogą powstać prawidłowe komórki 
potomne. Jednocześnie stwierdzono, że w  podłożu, 
w  pobliżu miejsca wzrostu drobnoustrojów, zmniej-
sza się stężenie wankomycyny, co potwierdza wyniki 
wcześ niejszych badań, iż antybiotyk jest wbudowywany 
w  strukturę peptydoglikanu [21, 23, 84]. A ponieważ 
cząsteczki wankomycyny są dość duże i posiadają miej-
sce przyłączania w  pobliżu wiązań hydrolizowanych 
przez amidazy N-MurAc-L-Ala oraz endopeptydazy 
glicyl-glicynowe, uniemożliwiają dotarcie enzymów 
hydrolizujących do docelowego miejsca działania, naj-
prawdopodobniej na drodze mechanizmu polegającego 
na tworzeniu fizycznej bariery. 

Mechanizm zmniejszonej wrażliwości na wanko-
mycynę izolatów S. aureus, częściowo wyjaśnia również 
fakt obniżenia aktywności białka wiążącego penicylinę 
PBP4 [30, 82, 83]. Jest to jeden z enzymów, należących 
do niskocząsteczkowych białek PBP (LMW), w obrębie 
rodziny transferaz acylo-serynowych, uczestniczących 
w  procesach polimeryzacji oraz sieciowania mure-
iny [79]. Niedobór tego enzymu może powodować 
obniżenie ilości wytwarzanych wiązań poprzecznych 
(aktywność transpeptydazy) oraz zwiększenie ilości 
dimerów D-Ala-D-Ala, które stanowią docelowe miejsce 
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działania wankomycyny [30]. Dlatego szczepy, które 
posiadają obniżoną produkcję PBP4 lub syntetyzują nie- 
aktywny enzym, wykazują obniżoną wrażliwość w sto-
sunku do tego antybiotyku [30, 82, 83]. 

Istnieje korelacja również pomiędzy spadkiem liczby 
wiązań poprzecznych w peptydoglikanie a wzrasta- 
jącą długością łańcuchów heteropolimeru [47]. Jednak 
dotych czas nie został wyjaśniony mechanizm tej zależ-
ności. Wydaje się również, że na obniżenie poziomu 
usieciowania mureiny może mieć wpływ inaktywacja 
operonu femA/B [41]. Jednak określenie takiej zależ-
ności na podstawie spadku aktywności białek Fem 
wymaga przeprowadzenia dalszych analiz. 

Globalna analiza poziomu ekspresji mRNA u szcze-
pów VSSA i VISA (JH1 – JH15), izolowanych od tego 
samego pacjenta na różnych etapach długotrwałej tera-
pii wankomycyną [81, 83] pokazuje, że powstawanie 
szczepów o fenotypie VISA jest procesem bardzo zło-
żonym i determinowanym wielogenowo [57]. Pomię-
dzy wariantem wrażliwym na wankomycynę JH1, 
a  średniowrażliwym JH9 wykryto przynajmniej dwu-
krotną różnicę ekspresji 224 genów. Obniżenie syntezy 
mRNA i cDNA dotyczyło 169 genów, związanych przede 
wszystkim z metabolizmem podstawowym, syntezą 
białek powierzchniowych oraz licznych toksyn i enzy-
mów; natomiast podwyższoną ekspresję odnotowano 
dla 55 genów, kodujących przede wszystkim czynniki 
uczestniczące w transporcie komórkowym, metaboliz-
mie węglowodanów, biosyntezie ściany komórkowej 
oraz globalnych procesach regulacyjnych. Zidentyfiko-
wano również dwa geny SA2343 i SAS016 (numery ORF 
szczepu N315), których ekspresja była 84- i 23-krotnie 
wyższa u wariantu VISA w porównaniu z izolatem wraż-
liwym, jednak funkcja tych genów nie została dotych-
czas poznana [57]. 

Uzyskane wyniki zmian w ekspresji genów mogą 
sugerować, że powstawanie szczepów o obniżonej 
wraż liwości na wankomycynę wiąże się z zaburzeniami 
w komórkowych systemach regulacyjnych [88]. Hipo-
tezę tą potwierdzają wyniki analiz z 2009 roku, które 
wskazują na udział globalnego czynnika regulacyjnego 
SarA w wyrażaniu fenotypu VISA [50]. Z kolei wyniki 
najnowszych badań, z października 2012, sugerują zna-
czący udział w ekspresji fenotypu VISA białek z rodziny 
fosfataz C2 (PPC2, protein phosphatase C2) [73].

4. Szczepy Staphylococcus aureus wykazujące
 fenotyp hetero-VISA

Pierwszy szczep hetero-VISA, oznaczony jako wraż - 
liwy na wankomycynę, ale zawierający subpopulacje 
komórek dla których MIC tego antybiotyku było na 
zróżnicowanym poziomie (od 3 do 9 mg/L), został 
wyizolowany w  styczniu 1996 (wcześniej niż Mu50), 

w Japonii, w tym samym ośrodku klinicznym, co pierw-
szy izolat VISA [36]. Pochodził od 64-letniego pacjenta, 
który po operacji płuc, wykonywanej z powodu nowo-
tworu, doznał infekcji dolnych dróg oddechowych. 
Ponieważ badanie diagnostyczne wykazało, że czynni-
kiem etiologicznym był szczep MRSA, jako lek pierw- 
szego rzutu zastosowano wankomycynę (42 mg/kg/
dobę). Dwunasto-dniowe leczenie nie przyniosło po- 
prawy, a wręcz, w ciągu czterech ostatnich dni poda-
wania leku, objawy zapalenia płuc nasiliły się. Z  tego 
powodu zmieniono zestaw antybiotyków i przez kolej-
nych 10 dni pacjentowi podawano terapię skojarzoną: 
arbekacynę plus ampicylinę/sulbaktam. Szczep o fenoty-
pie hetero-VISA, nazwany Mu3 (ATCC 700698), został 
wyizolowany z  plwociny chorego zanim do leczenia 
został wprowadzony aminoglikozyd z antybiotykiem 
beta-laktamowym i inhibitorem beta-laktamaz [36]. 
Izolat wykazywał MIC

VA
 = 3 mg/L, przez co pierwot-

nie został zaklasyfikowany jako wariant wrażliwy na 
wankomycynę (VSSA). Jednak niepowodzenie terapii 
przy użyciu tego antybiotyku, skłoniło naukowców do 
ponownych badań Mu3. Analiza populacyjna szczepu, 
polegająca na wysiewaniu różnych rozcieńczeń hodowli 
bakteryjnej na podłoża ze wzrastającymi stężeniami 
wankomycyny wykazała, że stężenie 4 mg/L hamuje 
wzrost 99,99% komórek. Natomiast niewielka subpopu-
lacja (jedna na 106 komórek) wykazuje wzrost na pożyw-
kach zawierających glikopeptyd w stężeniach 5, 6, 7, 8, 
a nawet 9 mg/L. Dla porównania, szczep Mu50 w 100% 
był niewrażliwy na stężenie wankomycyny 4 mg/L, 
natomiast wyższa koncentracja antybiotyku w podłożu 
hamowała wzrost części komórek mikroorganizmu tak, 
że przy stężeniu 10 mg/L, uzyskiwano wzrost 0,001% 
hodowli. Z kolei szczep VSSA (FDA209P) był w 100% 
wrażliwy na stężenie wankomycyny 4 mg/L [36]. Dla-
tego też izolat Mu50 został określony jako wykazujący 
fenotyp o  obniżonej wrażliwości na wankomycynę 
(VISA), natomiast Mu3, który w rutynowym oznacze-
niu był wrażliwy na ten antybiotyk, ale posiadał hetero-
genną populację komórek, został nazwany hetero-VISA 
(h-VISA). Na podstawie kolejnych analiz stwierdzono, 
że oba szczepy wykazują fenotyp heterogenny również 
w stosunku do innego antybiotyku glikopeptydowego, 
teikoplaniny (MICMu3 = 8 mg/L, MICMu50 = 16 mg/L), 
czyli są to warianty nie tylko hetero-VISA i VISA, lecz 
również hetero-GISA oraz GISA. Dalsza charaktery-
styka ujawniła pewne podobieństwa pomiędzy japoń-
skimi izolatami. Posiadały ten sam wzór restrykcyjny 
w typowaniu PFGE, co oznaczało, że stanowiły ten 
sam typ epidemiczny (klon IIA); należały do tego 
samego typu MLST (ST5), były wrażliwe na takie samo 
minimalne stężenie bakteriobójcze wankomycyny, 
MBC = 8 mg/L, ponadto obydwa zostały wyizolowane 
od pacjentów z tego samego japońskiego ośrodka kli-
nicznego, co pozwala przypuszczać, że są to szczepy bli-
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sko spokrewnione ze sobą [36]. Badania, które miały na 
celu poznanie mechanizmu prowadzącego do ekspresji 
fenotypu hetero-VISA, były również równolegle prze-
prowadzane dla Mu50. Mu3, podobnie jak wzorcowy 
izolat VISA, wykazywał podwyższony poziom syntezy 
wewnątrzkomórkowych prekursorów mureiny oraz 
zwiększone trzykrotnie uwalnianie heterodimerów na 
zewnątrz błony komórkowej, wzrost syntezy hydrolaz 
peptydoglikanu oraz zwiększenie dwukrotne aktywności 
autolitycznej ściany komórkowej, jak również podwyż-
szenie trzykrotne produkcji białek PBP2 i PBP2’, zwią-
zanych z ostatnimi etapami syntezy heteropolimeru. 
Jednak zmiany te były na poziomie 1,67–6,67  razy 
niższym, niż u szczepu wzorcowego VISA, Mu50 [33]. 
Pierwsze analizy porównawcze ujawniły, że jedyna róż-
nica związana była z grubością ściany komórkowej, 
która u hetero-VISA pozostawała niezmieniona, dzięki 
czemu także struktura peptydoglikanu pozostawała jak 
u  izolatów wrażliwych (brak heteromerów z glicyną 
pozbawioną grupy aminowej, usieciowanie mureiny na 
naturalnym poziomie) [34]. Także analiza molekularna 
sekwencji 213 genów wykazała, że zmiany mutacyjne 
(substytucje nukleotydów) dotyczą tych samych grup 
genów (tylko 9  różnic) u  obu wariantów, tj.: związa-
nych z metabolizmem węglowodanów, transportem 
wewnątrzkomórkowym oraz z mechanizmami regula-
cyjnymi [71]. Wydaje się zatem, że za ekspresję fenotypu 
hetero-VISA oraz hetero-GISA odpowiadają te same 
mechanizmy, co u szczepów VISA i GISA, a te pierwsze 
są najprawdopodobniej formami prekursorowymi, co by 
tłumaczyło słabsze wyrażenie oraz utrwalenie pewnych 
modyfikacji i właściwości fenotypu oraz genotypu. Naj-
nowsze publikacje wydają się potwierdzać udział glo-
balnych, komórkowych systemów regulacyjnych (sarA, 
agr, sigB, mgrA) w ekspresji obniżonej wrażliwości na 
wankomycynę/glikopeptydy u szczepów VISA i GISA 
oraz u heterogennych h-VISA i  h-GISA [15, 50, 88]. 
Zgodnie z  obecnie obowiązującymi rekomendacjami, 
szczep Mu3, który jest uznawany za wzorcowy szczep 
h-VISA, jest szczepem VRSA wg EUCAST (kryterium 
oporności dla wankomycyny MIC ≥ 4 mg/L),) oraz VISA 
wg CLSI, a więc podobieństwo mechanizmów oporności 
wydaje się zrozumiałe.

5. Opcje terapeutyczne leczenia ciężkich zakażeń
 o etiologii S. aureus, wobec których terapia
 wankomycyną pozostaje nieskuteczna

Pojawienie się pod koniec lat ’80-tych XX wieku 
wankomycyno-opornych szczepów Enterococcus spp., 
w  roku 1987 pierwszych klinicznych izolatów gron-
kowców koagulazo-ujemnych (głównie S. haemolyticus 
oraz S. epidermidis), wykazujących fenotyp obniżonej 
wrażliwości na glikopeptydy, jak również pod koniec 

lat ’90 XX w. wariantów S. aureus niewrażliwych na 
leczenie dostępnymi wówczas antybiotykami glikopep-
tydowymi, skłoniło klinicystów oraz mikrobiologów do 
poszukiwania nowych rozwiązań terapeutycznych, sta-
nowiących alternatywę dla wankomycyny. W roku 2000 
wprowadzono do lecznictwa linezolid, syntetyczny che-
mioterapeutyk z  grupy oksazolidynonów, skuteczny 
i bezpieczny w terapiach szpitalnego i ambulatoryjnego 
zapalenia płuc oraz zakażeń w obrębie skóry i  tkanek 
podskórnych, wywoływanych przez szczepy MRSA, 
VISA, hetero-VISA oraz VRE. Jednak już począwszy od 
roku 2001 na całym świecie odnotowuje się przypadki 
izolacji szczepów S. aureus, E. faecium oraz E. faeca-
lis wykazujące oporność typu mutacyjnego na ten lek 
przeciwbakteryjny. W  ostatnich latach zostały zareje-
strowane na rynku, również w Polsce, jeszcze inne tera-
peutyki, takie jak: daptomycyna (cykliczny lipopeptyd), 
chinupristina-dalfopristina (preparat złożony ze strep-
togramin A i B) oraz tigecyklina (glicylocyklina, tetra-
cyklina nowej generacji). I choć każdy z nich wykazuje 
wysoką aktywność in vitro oraz skuteczność w leczeniu 
zakażeń wywoływanych przez wieloleko-oporne ziaren-
kowce Gram-dodatnie, to jednocześnie żaden z nich nie 
jest lekiem ani uniwersalnym, ani pozbawionym wad 
[40, 62, 64, 86]. W ostatnich latach duże nadzieje lecze-
nia zakażeń MRSA wiąże się z cefalosporynami piątej 
generacji, jednak jedyny z dotychczas zarejestrowanych 
z tej grupy antybiotyków – fosamil ce<aroliny, nie jest 
jeszcze dostępny w Polsce.

6. Podsumowanie

Już od początku lat ’90 XX w. coraz częściej mają 
miejsce przypadki niepowodzeń terapeutycznych przy 
zastosowaniu antybiotyków glikopeptydowych, które 
jeszcze do niedawna były uznawane za skuteczne tera-
peutyki, stosowane z wyboru w leczeniu ciężkich infek-
cji o etiologii MRSA. Przyczyną tych niepowodzeń są 
szczepy Staphylococcus aureus, które na różne sposoby 
mogą manifestować obniżoną wrażliwość lub oporność 
na wankomycynę i/lub teikoplaninę (VRSA, VISA, 
hetero-VISA). Efekty te są warunkowane odmiennymi 
mechanizmami molekularnymi, podlegającymi różnym 
systemom regulacyjnym oraz objawiające się zróżnico-
wanymi cechami fenotypowymi, ale w  konsekwencji 
zawsze prowadzącymi do braku skuteczności zastoso-
wanego leczenia. Mimo, że wankomycyna nadal stanowi 
lek z  wyboru w  terapiach zakażeń MRSA i  pomimo 
możliwości zastosowania kilku alternatywnych tera-
peutyków, skutecznych wobec wieloleko-opornych 
S. aureus, konieczne jest stosowanie zasad racjonalnej 
antybiotykoterapii oraz, ze względu na wciąż zmniej-
szającą się liczbę obecnie dostępnych, poszukiwanie 
nowych opcji terapeutycznych.
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