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Resistance of Staphylococcus aureus strains to glycopeptides

Abstract: Until recently, vancomycin was perceived as an effective drug for the treatment of serious infections with MRSA etiology.
For over 30 years, since the introduction of the antibiotics on the pharmaceutical market, there was no case of Staphylococcus aureus
resistant to the glycopeptide and it seemed that strains of S. aureus are naturally sensitive to vancomycin. Problems began to appear at
the beginning of the 90s of the twentieth century, when more and more treatment failures with the use of the glycopeptide antibiotics
were being reported. Strains of S. aureus which may manifest decreased susceptibility or resistance to vancomycin and/or teicoplanin
were recognized as the main cause of these failures. VRSA (vancomycin resistant S. aureus), with the genotype vanA conditioned by the
presence of vanA operon transmitted from Enterococcus are extremely rare. More frequent are VISA (vancomycin intermediate S. aureus)
or VRSA vanA-negative strains exhibiting thickened cell walls, increased content of free dipeptide D-Ala-D-Ala in peptidoglycans and
disorders in autolytic processes, and hetero-VISA strains sensitive to vancomycin (MICVA <2 mg/L), but containing subpopulations of
cells exhibiting MIC values at different levels. These effects are caused by different molecular mechanisms, which are related to different
regulatory systems and manifested by diverse phenotypic features, but the result is always the lack of treatment efficacy. A review of the
mechanisms leading to the formation and spread of S. aureus isolates for which the vancomycin treatment can be ineffective has become
an essential objective of this monograph.

1. Introduction. 2. Vancomycin and other glycopeptides. 2.1. Characteristics of the antibiotics. 2.2. Criteria of sensitivity to glycopeptides.
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resistant Staphylococcus aureus strains — possibilities and apprehensions. 3.3. Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus strains
(VRSA). 3.3.1. Mechanism of resistance of VRSA strains — determination the presence of vanA genes. 3.3.1.1. Heterologic expression
of vanA operon in vancomycin-resistant S. aureus. 3.3.1.2. Vancomycin-resistance of S. aureus — case studies. 3.3.1.3. Epidemiology of
VRSA vanA strains. 3.3.2. VRSA strains - vanA-negative (previous vancomycin intermediate Staphylococcus aureus, VISA) — provenance
and mechanism of resistance. 4. The hetero-VISA phenotype expression in Staphylococcus aureus strains. 5. Therapeutic options for the
treatment of serious infections with S. aureus etiology for which vancomycin therapy remains ineffective. 6. Summary
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1. Wstep

Staphylococcus aureus jest jednym z najbardziej nie-
bezpiecznych ludzkich patogendéw. Wykazuje zlozone
mechanizmy patogenezy oraz posiada bogaty arse-
nal czynnikéw zjadliwosci. Powszechno$¢ stosowania
antybiotykoterapii w leczeniu zakazen oraz szerokie
zastosowanie antybiotykéw w innych dziedzinach,
zwlaszcza takich jak rolnictwo, doprowadzity do wyse-
lekcjonowania szczepdw bakterii wysoce-opornych na
chemioterapeutyki, wérdd ktorych gronkowce stanowia
wazng grupe [64]. Szczegdlnie niebezpieczne okazaly

sie metycylino-oporne szczepy S. aureus (MRSA), ktére
opisano w 1961 r. [43], oporne na wszystkie antybio-
tyki beta-laktamowe, oprocz najnowszych cefalosporyn
specjalnie skierowanych przeciwko MRSA. Wsrdd tych
cefalosporyn obecnie duze nadzieje wiaze si¢ z fosami-
lem ceftaroliny, dopuszczonym przez Komisje Europej-
ska do obrotu w sierpniu 2012 (Zinfor, Astra Zeneca,
do wlewu dozylnego). Jednakze lekiem z wyboru
w leczeniu ciezkich zakazen MRSA jest wcigz wanko-
mycyna. Poniewaz przez ponad 30 lat (od wprowadzenia
w 1958 r.) nie odnotowano przypadku izolacji szczepu
gronkowca zlocistego opornego, uwazano wrecz, ze
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Staphylococcus aureus wykazuja gatunkowa wrazli-
wos$¢ na ten glikopeptyd. Jednakze juz od poczatku
lat *90 XX wieku coraz cz¢$ciej opisuje sie przypadki
braku skutecznosci wankomycyny mimo, ze izolowane
szczepy, wedlug obowiazujacych wowczas kryteriow,
mozna bylo zaliczy¢ do wrazliwych. Jednym z przypusz-
czalnych mechanizméw braku skutecznosci leku, mimo
wrazliwosci in vitro, moglo by¢ zjawisko tolerancji, ktore
w przypadku wankomycyny ma miejsce wowczas, kiedy
warto§¢ MBC (minimal bactericidal concentration)
jest przynajmniej 32-krotnie wyzsza niz MIC (minimal
inhibitory concentration) [66] W 1996 roku, w Japonii
zidentyfikowano pierwszy izolat kliniczny S. aureus,
wykazujacy obnizong wrazliwos¢ na wankomycyne.
Nazwany zostal wowczas VISA, od ,vancomycin inter-
mediate S. aureus” lub GISA od ,,glycopeptide interme-
diate S. aureus”, poniewaz wykazywal takze obnizona
wrazliwo$¢ na teikoplaning. Wykryto réwniez pierwszy
szczep S. aureus wrazliwy na wankomycyne, ale wytwa-
rzajacy subpopulacje komorek, dla ktérych wartosci
MIC glikopeptydu byty na zréznicowanym poziomie
(hetero-VISA, hetero-GISA) [36, 37]. U zadnego z tych
szczepow nie wykryto gendw, ktore moglyby warunko-
wa¢ oporno$¢ na glikopeptydy [36, 37]. W 2002 roku
w Michigan, w Stanach Zjednoczonych, wyizolowano
pierwszy szczep gronkowca zlocistego wykazujacy
wysoki poziom opornosci na glikopeptydy (VRSA, van-
comycin resistant S. aureus lub GRSA, glycopeptide resi-
stant S. aureus) [14, 96]. Szczep ten, jak udowodniono
uzyskal geny opornosci od bakterii z rodzaju Enterococ-
cus. Podloze molekularne oraz mechanizmy warunku-
jace obnizona wrazliwo$¢ szczepdw opisanych po raz
pierwszy w Japonii oraz szczepdw opisanych w Stanach
Zjednoczonych diametralnie si¢ r6znig. Celem niniej-
szej monografii jest przyblizenie mechanizméw prowa-
dzacych do powstawania i rozprzestrzeniania si¢ izo-
latéw S. aureus, wobec ktérych leczenie wankomycyna
moze z wigkszym lub mniejszym prawdopodobien-
stwem okazac sie nieskuteczne.

2. Wankomycyna i inne glikopeptydy
2.1. Charakterystyka antybiotyko

Wankomycyna zostala wyizolowana w potowie lat
50-tych XX w. z pochodzgcych z Borneo promieniow-
cow Streptomyces orientalis (obecnie Amycolatopsis
orientalis) [54, 68], przez E.C. Kornfelda, pracow-
nika koncernu Eli Lilly. Do lecznictwa wankomycyna
zostala wprowadzona w 1958 r. [68].

Wankomycyna, jest duzg czasteczka, o masie cza-
steczkowej 1485,7 Da. Jest cyklicznym heptapeptydem,
zawierajacym trzy cykliczne systemy, z ktorych kazdy
moze istnie¢ w postaci jednego z dwdch mozliwych
atropoizomerdw. W naturze, sposréd osmiu mozliwych
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atropoizomeréw, wystepuje tylko jeden. Czasteczka
podstawnika aglikonu stwarza dziewig¢ dodatkowych
centrow stereochemicznych [7, 9]. Mechanizm dziatania
wankomycyny polega na blokowaniu biosyntezy $ciany
komorkowej bakterii. Ze wzgledu na brak mozliwosci
dostepu do miejsca docelowego u bakterii Gram-ujem-
nych, antybiotyk jest aktywny jedynie w stosunku do
wiekszo$ci bakterii Gram-dodatnich [7].

Sciana komoérkowa jest jedng z najwazniejszych
struktur komorki bakteryjnej. U drobnoustrojow Gram-
-dodatnich sklada si¢ gtéwnie z heteropolimeru - pep-
tydoglikanu, zwanego mureing [56, 79]. Synteza pep-
tydoglikanu zachodzi w trzech etapach i w trzech
réznych miejscach w komorce bakteryjnej. Pierwszy
przebiega w cytoplazmie i polega na syntezie prekurso-
réw: urydyno-di-fosforanu-N-acetylomuramylo-penta-
peptydu (UDP-MurNAc-pentapeptyd) oraz UDP-N-
-acetyloglukozaminy (UDP-GIcNAc). Drugi etap ma
miejsce w blonie komoérkowej i prowadzi do polacze-
nia MurNAc-pentapeptydu z pirofosforylo-undekapre-
nolem (lipidI) oraz przytaczeniu do tego kompleksu
GlcNAc (lipid IT). Ostatni, trzeci etap procesu biosyntezy
peptydoglikanu zachodzi po zewnetrznej stronie blony
komorkowej, przy wspotudziale enzymoéw z rodziny bia-
tek wigzacych penicyline PBP (penicillin binding pro-
tein). W tym etapie syntezy peptydoglikanu u S. aureus
szczegdlnie wazng role odgrywa enzym PBP2, ktéry
przeprowadza reakcje zaréwno transglikozylacji, jak
i wraz z okolo 40 innymi enzymami uczestniczy w trans-
peptydacji L-Lys-(Gly),-D-Ala, prowadzac do powstania
usieciowanej, tréjwymiarowej struktury heteropolimeru
$ciany komodrkowej [56, 79].

Czasteczka wankomycyny, aby spelni¢ swojg bak-
teriobojcza funkcje, musi przenikna¢ przez wszystkie
warstwy peptydoglikanu i dotrze¢ do miejsca, gdzie
zachodzi drugi i trzeci etap syntezy muropeptydu,
czyli do zewnetrznej powierzchni btony komdrkowe;.
W tym miejscu przytacza si¢ do dipeptydu D-Ala-D-
-Ala, znajdujgcego sie na koncu pentapeptydu, w uwal-
nianej z lipidu IT reszty heterodimeru -(GlcNAc-f-(1,4)-
MurNAc-pentapetydu)-. Antybiotyk posiada w swojej
strukturze przestrzennej ,kieszonke” ktora idealnie
pasuje do struktury przestrzennej D-Ala-D-Ala (zasada
»zamka i klucza”). Poza tym czasteczka wankomycyny
moze utworzy¢ pie¢, niekowalencyjnych wigzan wodo-
rowych z dipeptydem, co dodatkowo stabilizuje powsta-
jacy kompleks. Poniewaz czgsteczka antybiotyku jest
do$¢ duza, po zwigzaniu heterodimeru, uniemozliwia
wlaczenie go do juz istniejgcej sieci peptydoglikanu,
czyli blokuje reakcje transglikozylacji, jedng z ostat-
nich, ale kluczowych reakcji podczas biosyntezy $ciany
komorkowej bakterii Gram-dodatnich [7].

W stezeniach, jakie sa mozliwe do osiggniecia w orga-
nizmie ludzkim, zakres aktywnosci przeciwbakteryjnej
wankomycyny obejmuje wickszo$¢ tlenowych oraz bez-
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wzglednie beztlenowych drobnoustrojéow Gram-dodat-
nich [58, 62, 66].

Wankomycyna, przez wiele lat nie stanowita leku
pierwszego rzutu w terapiach zakazen bakteriami Gram-
-dodatnimi, gtéwnie ze wzgledu na niska jakos§¢ dwcze-
snych preparatow (pierwsze preparaty wankomycyny,
czesto nazywano blotem Mississippi, Mississippi mud)
oraz niepozadane efekty nefro- oto- oraz hepato-tok-
syczne [68]. Zainteresowanie glikopeptydami wzro-
sto dopiero na przelomie lat 70-80 XX w., na skutek
ogromnego rozprzestrzeniania si¢ szczepéw MRSA
[67]. W tym czasie preparaty glikopeptydow zostaly tez
znacznie udoskonalone. Dopiero po 30 tatach od wpro-
wadzenia wankomycyny, pojawila sie¢ pierwsza nabyta
opornos¢ u bakterii z rodzaju Enterococcus. Oczekiwano,
ze podobnie jak w przypadku innych genéw opornoéci,
geny opornosci na glikopeptydy z enterokokow zostana
w krotkim czasie przekazane do gronkowcéw. Jednak,
mimo obserwowanych czasem niepowodzen terapii
zakazen gronkowcowych, przy uzyciu wankomycyny,
przekazanie genéw opornoéci na ten antybiotyk do
S. aureus, w warunkach pozalabolatoryjnych zaobser-
wowano dopiero po okolo 15 latach.

Oproécz wankomycyny szerokie zastosowanie w lecz-
nictwie, na terenie catej Europy (w tym réwniez w Pol-
sce) znalazl pdtsyntetyczny glikopeptyd, teikoplanina.
Antybiotyk wprowadzony w latach 90-tych XX w., cha-
rakteryzujacy sie podobnym spektrum przeciwbakte-
ryjnym do wankomycyny, ale lepszymi wlasciwosciami
farmakokinetycznymi [9, 72]. Teikoplanina, w poréw-
naniu do wankomycyny ma dluzszy okres biologicznego
poltrwania w surowicy, dzigki czemu moze by¢ poda-
wana co 24 godziny. Wykazuje nieco wyzszg aktywno$¢
przeciwbakteryjna wobec drobnoustrojéw Gram-dodat-
nich, przez co moze by¢ stosowana w nizszych steze-
niach. W terapii skojarzonej z antybiotykiem aminogli-
kozydowym wykazuje wyzsza aktywnos¢ bakteriobdjcza
wobec Enterococcus spp. niz wankomycyna i ampicylina.
Ponadto teikoplanina wywoluje znacznie mniej efektow
ubocznych (odnotowano tylko nieliczne przypadki
ototoksycznosci). Jednak niektore szczepy S. haemoly-
ticus i S. epidermidis wykazujg obnizong wrazliwo$¢ na
teikoplanine w poréwnaniu do wankomycyny. Poza tym
okazalo sie, ze pomimo oznaczonej in vitro wrazliwosci
na teikoplaning, terapie bakteriemii o etiologii Staphy-
lococcus spp. przy zastosowaniu tego antybiotyku kon-
czyly sie niepowodzeniem. Dlatego obecnie, ze wzgledu
na ryzyko wyselekcjonowania szczepéw gronkowcow
opornych na ten i inne antybiotyki glikopeptydowe,
nie zaleca si¢ stosowania teikoplaniny w leczeniu tego
typu infekgji [9, 72].

Niedawno zarejestrowana zostala réwniez inna
pochodna wankomycyny, telawancyna. Jest to poisyn-
tetyczny lipoglikopeptyd, w ktérym, do heptapetydowe;j
czgsci rdzeniowej, zostal dotaczony lipofilny tancuch
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boczny. Dzigki tej modyfikacji telawancyna wykazuje
znacznie dluzszy, w poréwnaniu do wankomycyny,
okres polowicznego rozpadu (moze by¢ podawana co
24 godziny). Ponad to fancuch boczny ufatwia zakotwi-
czenie antybiotyku w strukturach oston komdrkowych,
wplywa na integralno$¢ oraz przepuszczalnosé blony
komorkowej, a tym samym zwigksza aktywno$¢ prze-
ciwbakteryjna tego lipoglikopeptydu. Telawancyna jest
antybiotykiem zalecanym do leczenia skomplikowanych
zakazen w obrebie skory i tkanek podskdrnych, wywo-
tywanych przez drobnoustroje Gram-dodatnie, w tym
réwniez szczepy MSSA, MRSA oraz VISA i hetero-VISA
(wartosci MIC od 0,03 do 1 mg/L), jednak nie wykazuje
aktywnosci wobec vanA-pozytywnych izolatéw VRE
oraz VRSA (MIC od 1 do 4 mg/L) [40, 86].

Ciggle w fazie testow klinicznych znajdujg si¢ inne
pochodne wankomycyny takie jak dalbawancyna oraz
oritawancyna, ktorych jedna lub dwie dawki sg wystar-
czajace do przeprowadzenia calego procesu terapeutycz-
nego. Jednak dalbawancyna, podobnie jak telawancyna,
nie stanowi induktora ekspresji operonu vanA zaréwno
u wankomycyno-opornych szczepéw enterokokéw, jak
i vanA-pozytywnych S. aureus [40, 62, 64, 86].

2.2. Kryteria wrazliwos$ci na glikopeptydy

Wielokrotnie dokumentowane przypadki niepo-
wodzen terapii wankomycyng zakazen MRSA, mimo
wrazliwosci szczepu oznaczanej in vitro, poza poszuki-
waniem przyczyny tego zjawiska, skfonily mikrobiolo-
gow i lekarzy do zastanowienia sie, czy dotychczasowe
warto$ci MIC glikopeptyddw, przyjmowane jako punkty
odciecia miedzy szczepami wrazliwymi, a opornymi nie
sa zbyt wysokie. Pojawilo si¢ wiele prac, w ktérych udo-
kumentowano, Ze znacznie wiecej niepowodzen wyste-
puje w przypadkach, kiedy wartosci MIC wankomycyny
sa wigksze od 2 mg/L [21, 36, 68]. Dlatego w kwietniu
2010 r. EUCAST (European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing) wprowadzit nowe kryteria
opornosci S. aureus na wankomycyne (MIC >4 mg/L),
obowiazujace w Polsce od 01.01.2011r., ktére zostaty
przedstawione w Tabeli I [26-29]. W TabeliI przedsta-
wiono réwniez wytyczne CLSI (The Clinical and Labo-
ratory Standards Institute), obowigzujace w Polsce do
konca 2010 r. [17-20].

3. Nabyta opornos¢ na wankomycyne
3.1. Enterokoki VRE

W 1988 roku zostal wyizolowany pierwszy szczep
Enterococcus faecium wykazujacy oporno$¢ na wysokie
stezenia wankomycyny oraz teikoplaniny (VRE/GRE,
vancomycin/glycopeptide resistant Enterococcus) [92].
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Tabela I
Kryteria opornosci na wankomycyne i teikoplaning, wedlug rekomendacji CLSI oraz EUCAST, w latach 2002-2013

CLSI EUCAST
Rok MIC wankomycyny (mg/L) | MIC teikoplaniny (mg/L) | MIC wankomycyny (mg/L) | MIC teikoplaniny (mg/L)
S I R S I S I R S I R
2002-2005 <4 8-16 =232 <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 ok Sqrt <1 ot Sq
2010 <2 4-8 =16 <8 16 >32 <1 2 >4 <1 2 >4
<prt bk Sqrr <ok | ek Sqrhr
2011 - - - - - <2 - >4 <2 - >4
2012-2013 - - - - - <2 - >4 <2 - >4

* 0d 20-06-2006 do 21-12-2009
** od 22-12-2009
** 0d 04-2010

Jak wykazano, opornos¢ enterokokéw na glikopep-
tydy jest warunkowana obecnoscig operonu van. Od
pojawienia si¢ pod koniec lat ’80 XX w. pierwszych izo-
latéw klinicznych enterokokéw opornych na glikopep-
tydy, do chwili obecnej, zidentyfikowano dziewie¢ feno-
typow opornosci na glikopeptydy: VanA, VanB, VanC,
VanD, VanE, VanG, VanL, VanM oraz VanN, réznigcych
sie miedzy soba pochodzeniem, fenotypowym wyra-
zeniem cechy (D-Ala-D-Lac u szczepdw o fenotypie
VanA, B, D i M; D-Ala-D-Ser u wariantéw VanG, E, G, L
i N), lokalizacja w genomie bakteryjnym, zdolnoscia do
koniugacyjnego przekazywania, rozpowszechnieniem
wéréd enterokokow i innych rodzajéw drobnoustrojow
oraz sposobem regulacji ekspresji genéw wchodzacych
w sktad operonu [42, 52, 53, 65, 90, 99]. Operon vanA
zostanie dokladniej scharakteryzowany w dalszej czesci
niniejszej pracy.

Obecnie zakazenia wywolywane przez VRE dotycza
niemal wszystkich krajow zurbanizowanych oraz rozwi-
jajacych sie na $wiecie. W epidemiologii zakazenn VRE
najwieksza role odgrywaja dwa gatunki, tj. E. faecium
i znacznie rzadziej E. faecalis. Latwos$¢ rozprzestrze-
niania si¢ tych szczepéw w srodowiskach szpitalnych
wynika z nakladania si¢ dwoch zjawisk: i) przekazy-
wania gendéw opornoéci na drodze réznych mechaniz-
moéw horyzontalnego transferu (przede wszystkim
koniugacji) oraz ii) tzw. ,,szerzenia klonalnego’, czyli
powstawania i rozprzestrzeniania si¢ szczepow blisko
spokrewnionych ze soba. Udzial VRE w mig¢dzygatun-
kowej (w obrebie rodzaju Enterococcus), a nawet mig-
dzyrodzajowej (Enterococcus, Staphylococcus, Listeria)
wymianie materialu genetycznego in vivo oraz in vitro
posiada szeroka dokumentacje [8, 63-65, 70]. Uznaje
sie, ze znany juz od poczatku lat *90-tych XXw., typ
epidemiczny E. faecium CC17, na przestrzeni lat takze
powiekszyt rozmiar genomu o okolo 150kpz (geny
esp) [51]. Potwierdza to zdolnos¢ tych drobnoustrojow

zaréwno do pobierania, jak i przekazywania elementow
genetycznych innym bakteriom.

3.2. Transfer operonu vanA ze szczepow Enterococcus
spp. do izolatéw metycylino-opornych
Staphylococcus aureus - mozliwosci i obawy

Od pojawienia sie opornosci na wankomycyne
u enterokokdéw, prowadzono badania nad mozliwos-
cig przeniesienia genéw opornosci z VRE do S. aureus
(63, 70]. Proby przekazania droga koniugacji plazmidu
zawierajgcego transpozon Tnl546 (operon vanA)
w warunkach laboratoryjnych, zakonczyty sie¢ powo-
dzeniem jedynie w pracach W.C. Noble z 1992 roku
[70]. Transkoniuganty otrzymywane w poézniejszych
latach, przez innych badaczy najcz¢$ciej nie wyrazaly
fenotypu VanA, a przynajmniej nie na takim poziomie
jak enterokoki lub wykazywaly wysoka niestabilno$¢
cechy [63]. Wydawalo sie zatem, ze mozliwo$¢ transferu
genow vanA z VRE do MRSA jest bardzo mato prawdo-
podobna. Jednakze drobnoustroje same zweryfikowaty
te watpliwosci, poniewaz w 2002 roku w Michigan, USA,
wyizolowano pierwszy, naturalnego pochodzenia szczep
S. aureus, wykazujacy fenotyp o wysokiej opornosci na
wankomycyne (VRSA, vancomycin resistant S. aureus)
[14, 96]. Analizy genetyczne potwierdzily obecnos¢
u tego izolatu operonu vanA, a wartosci MIC wanko-
mycyny dla szczepu wynosily 1024 mg/L, a teikoplaniny
32 mg/L [14].

Z badan przeprowadzonych w 2006 roku przez
Waldron oraz Lindsay wynika [95], ze aby doszlo
do przeniesienia oraz ekspresji gendw opornosci na
glikopeptydy z enterokokéw do S. aureus szczep biorcy
musi by¢ mutantem defektywnym w systemie restrykeji
i modyfikacji R-M typu I [95]. Jednym z genéw koduja-
cych systemy R-M u S. aureus jest hsdR. Jednak badania
przeprowadzone w 2009 roku na trzech szczepach gron-



OPORNOSC STAPHYLOCOCCUS AUREUS NA GLIKOPEPTYDY

kowca zlocistego, pozbawionych genu hsdR wykazaty,
ze mutacja w hsdR, kodujacego endonukleaze Saul, nie
jest wystarczajaca, aby w szczepie S. aureus ulegly eks-
presji geny kodowane przez DNA pochodzace z innego
rodzaju bakterii [93]. By¢ moze odpowiedzialne sg za
to jeszcze inne, do tej pory niezidentyfikowane mody-
tikacje genomu np. mutacje w genie metylazy systemu
modyfikacji typu .

Z kolei badania przeprowadzone z udziatem kli-
nicznych izolatéw VRSA [80, 96] wykazuja, ze warun-
kiem przeniesienia i ekspresji gendw vanA do szcze-
pow S. aureus jest sekwencja dwoch nastepujacych po
sobie genetycznych zdarzen: koniugacyjnego transferu
z udzialem plazmidu nalezacego do rodziny Incl8,
a nastepnie wyciecia, przeniesienia i wbudowania, czyli
translokacji transpozonu Tnl546 do chromosomu
komorki biorcy. Potwierdzajg to wyniki najnowszych
badan, uzyskane przez dwie niezalezne grupy badaw-
cze, ktore donosza o skutecznym HGT (horizontal gene
transfer) operonu vanA z wankomycyno-opornych
szczepOw Enterococcus sp. do kompetentnych komorek
MRSA, w warunkach in vitro [24, 100].

3.3. Wankomycyno-oporne szczepy
Staphylococcus aureus (VRSA)

Szczepy S. aureus oporne na glikopeptydy (VRSA,
GRSA), mozna zaliczy¢ do dwdch grup: posiadajacych
operon vanA oraz vanA-negatywnych. Ponadto, poni-
zej zostang omdwione warianty, co prawda wrazliwe na
glikopeptydy, ale wytwarzajace subpopulacje komorek
o obnizonej wrazliwosci lub opornych, tzw. szczepy
h-VISA.

3.3.1. Mechanizm opornosci u VRSA warunkowany
obecnoscig operonu vanA

Poczawszy od 2002 roku, kiedy w Michigan, zostal
wyizolowany pierwszy szczep Staphylococcus aureus
wykazujacy wysoki poziom opornosci na antybiotyki
glikopeptydowe, do chwili obecnej, na calym $wiecie
zostalo opisanych 13 potwierdzonych przypadkéw
zakazen u ludzi o etiologii VRSA (wg kryteriow CLSI).
U kazdego z tych izolatéw opornos¢ na wankomycyne
warunkowana byfa obecnosciag gendw operonu vanA,
pochodzacych od Enterococcus spp. [11-13, 31, 61,
74,75, 85, 86].

System vanA u enterokokéw zlokalizowany jest na
transpozonie Tn1546, o wielkosci 10,851 kpz, zalicza-
nym do rodziny transpozonéw podobnych do Tn3.
Tn1546 moze by¢ wbudowany zaréwno do chromo-
somu, jak i do duzego plazmidu koniugacyjnego. Jest
on ruchomym, podlegajacym replikatywnej transpo-
zycji elementem genetycznym, oflankowanym 36- do
38-nukleotydowymi niedoskonalymi, odwréconymi
sekwencjami powtdérzonymi (inverted repeats, IR).

175

Zawiera siedem genow: vanH, vanA, vanX, vanR, vans,
vanY i vanZ, podlegajacych transkrypcji ze wspolnego
promotora i podlegajacych wspolnej regulacji oraz dwie
otwarte ramki odczytu ORF1 i ORF2, ulegajace trans-
krypcji w dwdch przeciwnych kierunkach. Koduja one,
odpowiednio: gen transpozazy (tnp) oraz gen resolwazy
(res) [5, 35].

Do wyrazenia fenotypu opornosci na wankomycyne
typu VanA niezbedne sg geny: vanH, vanA oraz vanX.
Produkt VanH, jest 322-aminokwasowym bialtkiem,
pelniacym funkcje dehydrogenazy kwaséw 2-hydroksy
(alfa-keto-) karboksylowych. Przeprowadza ono reduk-
cje kwasu pirogronowego, prowadzagc do powstania
D-mleczanu (D-Lac). Jest to enzym wysoce specyficzny,
wykazuje aktywnos¢ jedynie wobec kwasow bedacych
izomerami optycznymi typu D [5, 6, 10]. Bialko VanX,
posiada aktywno$¢ D,D-dipeptydazy i katalizuje reakcje
hydrolizy wiazania peptydowego pomiedzy dwoma resz-
tami D-Ala w pentapeptydzie. W ten sposob na koncu
tanicucha tetrapeptydu pozostaje reszta D-Ala z wolng
grupa karboksylowa [76].

Produkty reakcji dehydrogenacji pirogronianu oraz
hydrolizy wigzania peptydowego w D-Ala-D-Ala, czyli
D-mleczan i reszta D-Ala, tetrapeptydu prekursora pep-
tydoglikanu, stanowia substraty dla ligazy VanA. VanA,
w przeciwienstwie do ligazy D-Ala-D-Ala, jest enzy-
mem, ktory wykazuje wysoka specyficzno$¢ substra-
towa do D-Lac [10, 53, 62]. Dzigki aktywno$ci enzymow
VanH, VanA i VanX powstaje prekursor mureiny, ktory
na koncu fancucha bocznego zawiera D-Ala-D-Lac.
Czasteczka depsipeptydu posiada inng strukture prze-
strzenng niz D-Ala-D-Ala, ktdra nie pasuje do kieszonki
w czgsteczce wankomycyny (wytwarza sie jedno wigza-
nie wodorowe mniej), co skutkuje znacznie nizszym (ok.
1000x) powinowactwem antybiotyku do D-Ala-D-Lac.
Wankomycyna nie wigze si¢ z prekursorem peptydo-
glikanu i tym samym nie moze spelni¢ swojej funkcji.
Reakgje transglikozylacji oraz transpeptydyzacji, czyli
ostatnie etapy syntezy $ciany komorkowej moga zacho-
dzi¢ bez zaktécen, a komérka mikroorganizmu wyka-
zuje fenotyp opornosci na antybiotyk glikopeptydowy
[53, 62, 77].

Pozostale dwa geny ulegajace transkrypcji z promo-
tora P_,: vanY i vanZ pelnig mniej istotng role w wyra-
zeniu fenotypu opornosci na glikopeptydy typu VanA.
VanY jest bialkiem o masie czgst. 38,4 kDa, wykazuje
aktywnos¢ D,D-karboksypeptydazy o szerokim spek-
trum substratowym, ktéra odcina reszty D-alaniny od
kazdego bialka lub peptydu, ktére posiada ten amino-
kwas na koncu czasteczki, w tym réwniez od penta-
peptydu. W ten sposéb, zmniejszajac liczbe czasteczek
stanowigcych docelowe miejsce wigzania wankomycyny;,
pelnia funkcje wspomagajaca do wyrazenia fenotypu
opornosci [4, 98]. Z kolei biatko VanZ najprawdopo-
dobniej odgrywa role w wyrazeniu opornosci na niskim
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poziomie na teikoplanineg, szczegélnie w sytuacji braku
genow odpowiedzialnych za synteze depsipeptydu [3].

Geny operonu vanA u S. aureus, podobnie jak u Ente-
rococcus spp. podlegaja regulacji, a wyrazany fenotyp
VanA opornosci na glikopeptydy jest systemem induk-
cyjnym. Induktorami moga by¢ zaréwno glikopeptydy,
jak réwniez czynniki nieglikopeptydowe — bacytracyna,
polimyksyna B i robenidyna, stosowane w medycynie,
ale réwniez np. w leczeniu choréb infekcyjnych u dro-
biu [53, 62, 92]. W mechanizmie regulacji uczestnicza
dwa, podlegajgce transkrypcji z wlasnego promotora P,
geny: vanR i vanS. Biatko VanS$ pelni funkcje sensora,
zlokalizowanego w blonie komorkowej bakterii i wyka-
zuje aktywnos¢ kinazy histydynowej. Aktywacja sensora
nastepuje w obecnosci ligandu [62]. Czasteczki aktyw-
nego sensora dokonuja reakcji fosforylacji substrato-
wej drugiego biatka, VanR (response regulator), ktore
pelni funkcje pozytywnego czynnika transkrypcyjnego
operonu vanA. Zatem w obecnoéci ligandu, VanS pelni
funkcje aktywatora dla VanR i dochodzi do wyrazenia
fenotypu opornosci, natomiast w sytuacji nieobecnosci
wankomycyny bialko sensora pozostaje nieaktywne,
biatko odpowiedzi znajduje si¢ w stanie defosforylacji,
a geny vanA nie ulegaja ekspresji [2, 39].

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

Fenotyp VanA charakteryzuje si¢ opornoscia zaréwno
na wankomycyne, jak i na teikoplanine. Analiza wartosci
MIC wankomycyny izolatéw VRSA wykazala, ze cho¢
wszystkie przekraczaja warto$¢ graniczng, co pozwala
je uznaé za oporne (przy zastosowaniu zaréwno sta-
rych, jak i obecnie obowigzujgcych kryteriéw, zaréwno
CLSI, jak i EUCAST (Tabela I), to jednak s3 one dla
poszczegolnych szczepdw bardzo zréznicowane i znaj-
dujg sie w granicach miedzy 32 a 1024 mg/L. Z kolei
wartosci MIC teikoplaniny izolatéw VRSA zawieraja si¢
w przedziale migdzy 8 a 32 mg/L, co réwniez pozwala
je wszystkie zaklasyfikowa¢ jako oporne, ale jedynie
zgodnie z obecnie obowigzujacymi kryteriami EUCAST
[26, 48]. Natomiast gdyby zastosowa¢ normy opornosci
wg CLSI z 2009 roku to czgs$¢ szczepdw bytoby klasy-
tikowanych jako wrazliwe, czg¢s$¢ jako $redniowrazliwe,
a niektore jako oporne na teikoplaning. Zréznicowany
poziom ekspresji genotypu vanA oraz brak ujedno-
liconego systemu kryteriow stwarza liczne problemy
z prawidtowa i konsekwentng interpretacja wynikow
oznaczenia wartosci MIC.

Istotne stalo si¢ zbadanie przyczyn oraz mechaniz-
mu heterologicznej ekspresji operonu vanA u réznych
szczepow S. aureus. W tym celu przeprowadzono ana-
lize poréwnawcza genomu pierwszego izolatu VRSA-M,
wykazujacego wysoki poziom opornosci na obydwa gli-
kopeptydy ze szczepem, pochodzacym z tego samego
roku VRSA-P, wykazujacego znacznie nizsze warto$ci
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MIC glikopeptydéw [11, 13, 16]. Wykazano, ze szczep
VRSA-M posiada transpozon Tn1546, o wielkosci
10,851 kpz w dzikiej, niezmienionej formie. Natomiast
transpozon izolatu VRSA-P znacznie rézni si¢ od dzi-
kiej wersji Tn1546. Zidentyfikowano w nim duza delecje¢
pomiedzy pierwszym a 3098 nukleotydem na 5’-koncu
transpozonu, obejmujaca sekwencje kodujaca genu
transpozazy tnp; ponadto, powyzej nukleotydu 3099
zlokalizowano 809-nukleotydows insercje, podobna
do IS1216 oraz w regionie intergenicznym genéw vanS
i vanH odnaleziono odwrécong, 1499-nukleotydowa
sekwencje podobng do IS1251 [16]. Tak duze modyfi-
kacje elementu genetycznego Tn1546 w VRSA-P moga
ttumaczy¢ odmienng ekspresje gendw opornosci.

Podobne obserwacje heterologicznej ekspresji genow
warunkujacych opornosé na wankomycyne typu VanA,
poczyniono réwniez dla wankomycyno-opornych ente-
rokokow juz w latach 90 [32, 45, 46]. Wykazano, ze
w procesie horyzontalnego transferu genéw transpozon
Tn1546, ktory w szczepie dawcy wystepowal w obrebie
40 kpz fragmentu DNA, w szczepie biorcy wystepowat
na odcinkach znacznie wigkszych, od 150 do 450 kpz
[35] lub mniejszych o okoto 2kpz [87]. Dokladniej-
sza analiza wykazala ze postkoniugacyjne modyfika-
cje moga polega¢ na wstawieniu sekwencji podobnej
do IS16 w obrebie genu vany, co powoduje obnizenie
wartosci MIC teikoplaniny [69]. Inne zmiany, ktore
zidentyfikowano u VRE moga polega¢ na wstawianiu
sekwencji insercyjnych podobnych do IS1216, 1S1251
lub ISEfa4 w réznych miejscach Tn1546, tj.: powy-
zej ORF1; w regionie migdzygenowym ORF2 - vanR,
vanS - vanH, vanX - vanY, czy w obrebie sekwencji
kodujacej vanY. W szczepach Enterococcus spp. wanko-
mycyno-opornych i wykazujacych wrazliwo$¢ na teiko-
planing, o genotypie vanA, znaleziono réwniez liczne
delecje fragmentow lub calych genow: tnp, res, vanR,
vans, vanY, vanZ oraz mutacje punktowe, typu zmiany
sensu, w genach vanR, vanS, vanA, vanH, vanY, vanZ
[32, 46, 87]. Wydaje sie zatem, Ze liczne zmiany muta-
cyjne w obrebie sekwencji Tn1546, tj.: insercje, dele-
cje, mutacje punktowe zaréwno wsérdd szczepdéw wan-
komycyno-opornych enterokokdw, jak i gronkowcow,
moga powodowac brak mozliwosci wyrazenia prawi-
dfowego fenotypu VanA i tym samym heterologiczna
ekspresje genow vanA, specyficzng nawet dla poszcze-
golnych izolatow.

3.3.1.2. Wankomycyno-oporne S. aureus
- analiza przypadkow

Na catym swiecie, do tej pory odnotowano 13 przy-
padkow izolacji szczepow VRSA. Jedenascie mialo 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 row-
niez 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 sg najnowsze prace Miranii Jamil
z 2013 roku, Pakistan [61] oraz Dezfulian i wsp.
z 2012 roku, Iran [25].

3.3.1.3. Epidemiologia szczepow VRSA vanA

Cho¢ od momentu, kiedy wyizolowano pierwsze kli-
niczne warianty VRSA vanA, mineta juz ponad dekada,
dotychczas w literaturze zostalo odnotowanych jedynie
13 przypadkow. Wydaje sie zatem, ze zdarzenia gene-
tyczne, ktore musza zaj$¢, aby doszlo do przekazania
operonu vanA i wyrazenia cechy wankomycyno-opor-
nosci zachodza z niezwykle niska czestoscig [24, 100].
Dlatego tez ryzyko globalnego rozprzestrzenienia szcze-
poOw S. aureus niosacych geny vanA jest stosunkowo nie-
wielkie. Ponadto, dodatkowym czynnikiem ogranicza-
jacym rozwdj globalnej epidemii jest fakt, iz niektdre
z izolatow VRSA posiadaja mutacje w genie ddl, kodu-
jacym ligaze D-Ala-D-Ala [55, 59]. Efektem fenotypo-
wym takiej modyfikacji genetycznej jest uzaleznienie
wzrostu i przezycia szczepu bakteryjnego od obecnosci
wankomycyny. W normalnych warunkach mutacje te
sg letalne, z powodu braku mozliwosci przeprowadze-
nia wszystkich etapéw biosyntezy $ciany komodrkowe;.
Dla wariantéw vanA-pozytywnych jedyng mozliwoscia
przezycia jest wykorzystanie do tych procesow ligazy
D-Ala-D-Lac, ktéra wykazuje bardzo wysoka specy-
ficzno$¢ substratowq. Zatem w komorkach musi zacho-
dzi¢ ekspresja operonu vanA, tak aby powstal i enzym,
i substrat dla enzymu. Dzieki temu mozliwe jest prze-
prowadzenie alternatywnego szlaku biosyntezy $ciany
komoérkowej mutanta. A poniewaz vanA jest systemem
indukcyjnym, zaleznym od wankomycyny, presja anty-
biotyku jest warunkiem przezycia szczepu [55, 59]. Spet-
nienie tego kryterium jest mozliwe jedynie w warun-
kach szpitalnych, poniewaz glikopeptydy w dziataniu
ogolnoustrojowym mogg by¢ podawane jedynie poprzez
iniekcje dozylng. Niewatpliwie jest to wazny czynnik
ograniczajacy rozprzestrzenianie si¢ klinicznych izo-
latéw VRSA w warunkach ambulatoryjnych oraz przy
udziale pacjentdéw nie leczonych wankomycyng.

3.3.2. Szczepy VRSA - vanA-negatywne (dawne
Staphylococcus aureus o obnizonej wrazliwosci
na wankomycyne, VISA) - pochodzenie oraz
mechanizm opornosci

Pierwszy szczep S. aureus wykazujacy mechanizm
obnizonej wrazliwosci na wankomycyne (Mu50) zostat
zidentyfikowany w maju 1996 roku, w jednym z japon-
skich szpitali klinicznych [37]. Izolat pochodzil od czte-
romiesiecznego niemowlaka plci meskiej, operowanego
z powodu atrezji tetnicy plucnej. W dwa tygodnie po
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zabiegu dziecko doznalo zakazenia miejsca operowa-
nego. Poniewaz wyizolowany szczep byl oporny na
wszystkie antybiotyki beta-laktamowe, w terapii pierw-
szego rzutu zastosowano wankomycyne [45 mg/kg/dobe)
jednakze, pomimo dlugiego, 29-dniowego stosowania,
leczenie okazalo si¢ nieskuteczne. W terapii drugiego
rzutu przez 12 dni podawano nadal wankomycyne, ale
w skojarzeniu z antybiotykiem aminoglikozydowym
- arbekacyng i cho¢ poczatkowo poziom reaktywnego
bialka C (CRP, C-reactive protein) obnizyt sie do gra-
nicy normy, 12 dni po zakonczeniu leczenia u niemow-
laka rozwinal si¢ ropien podskdrny, réwniez o etiologii
S. aureus. Kolejna szescio-dniowa terapia (arbekacyna
plus ampicylina/sulbaktam) wydawata si¢ by¢ skuteczna,
jednak po odstawieniu lekéw poziom biatka CRP byt
podwyzszony i zmienny, co $wiadczylo, iz infekcja miata
charakter przewlekly. Dopiero przedluzenie dawkowania
arbekacyny z ampicyling i sulbaktamem przez kolejne
17 dni przynioslo oczekiwany efekt terapeutyczny
[37]. Wyizolowany od malego pacjenta szczep MRSA,
nazwany Mu50 (ATCC 700699) zostat poddany doktad-
nej analizie. Okazalo sie, ze wykazywal wiele cech niety-
powych, poniewaz pomimo, ze nie zawieral genow vanA
ani vanB, MIC wankomycyny dla tego izolatu wynosito
8mg/L, co w zalezno$ci od stosowanego kryterium,
$wiadczylo o opornosci lub $redniej wrazliwosci szczepu.
Wedlug éwczesnych kryteriéw, stosowanych przez Bri-
tish Society for Antimicrobial Therapy, Mu50 byt oporny
na wankomycyne (VRSA, MIC>8mg/L), natomiast
wedlug amerykanskiego kryterium NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards, obecnie
CLSI) - $redniowrazliwy (VISA, MIC=8-16 mg/L) [37].
Wedlug obecnie stosowanych w Polsce rekomendacji
EUCAST, w ktérych od kwietnia 2010 r. granica wrazli-
wosci na wankomycyne dla S. aureus zostata obnizona do
<2mg/L, szczep Mu50 jest wariantem VRSA. W reko-
mendacjach EUCAST szczepy $redniowrazliwe (VISA),
w ogdle nie wystepuja [26, 48]. Natomiast zgodnie
z rekomendacjami CLSI, szczepy dla ktérych wartosci
MIC wankomycyny znajduja sie w przedziale 4-8 mg/L,
nadal sg szczepami VISA (Tabela I).

Pierwsze badania szczepu Mu50 wykazaly, ze posiada
on dwukrotnie grubsza $ciang¢ komorkowa (okoto
40 warstw peptydoglikanu) niz typowe, wrazliwe szczepy
S. aureus. Produkuje tez trzykrotnie wiecej bialek PBP2
i PBP2’ oraz syntetyzuje trzykrotnie wiecej prekursoréw
mureiny [37]. Wielu badaczy podjeto proby wyjasnie-
nia mechanizmu obnizonej wrazliwosci na glikopeptydy
u tych szczepdw, jak rowniez proby doszukania si¢ pew-
nych korelacji pomiedzy nietypowymi wlasciwosciami
sciany komorkowej, a wyrazaniem si¢ fenotypu VISA,
zaréwno u Mu50, jak réwniez pdzniejszych izolatdw.

Wzrost grubosci $ciany komodrkowej wydawal sie
odgrywa¢ kluczowa role w obnizeniu wrazliwosci
szczepow na glikopeptydy [33, 83]. Zakladano, ze jest
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to wypadkowa kilku innych proceséw, ktére zachodzity
w komorece, tj.: wzrostu syntezy bifunkcyjnego enzymu
transglikozylazy i transpeptydazy (3-5razy); nawet
20-krotnego wzrostu wewnatrzkomoérkowej produkeji
N-acetylo-glukozaminy oraz syntezy i akumulacji pre-
kursoréw peptydoglikanu, czyli lipidu I oraz lipidu II
w blonie cytoplazmatycznej (3-8razy) [33] i tym
samym przyspieszenia metabolizmu $ciany komoérkowej
zaréwno na etapie wbudowywania, jak i uwalniania jej
sktadnikéw [83]. PBP2 oraz, warunkowane obecnoscia
genu mecA, PBP2’ (PBP2a), rzeczywiscie moga wptywac
na efektywno$¢ wlaczania nowych heteromeréw do juz
istniejacej sieci peptydoglikanu, jak rowniez na wydaj-
no$¢ wytwarzania wigzan poprzecznych w mureinie.
Jednak dalsze badania dowiodly, ze nie ma to wplywu na
zwiekszenie opornosci szczepow S. aureus na antybio-
tyki glikopeptydowe, a jedynie na beta-laktamy [22, 33].
Nie stwierdzono réwniez opornosci krzyzowej bakterii
na te dwie grupy chemioterapeutykéw [22].

Z kolei istotne wydaja si¢ by¢ te zmiany, ktére zwig-
zane s3 z wczesniejszymi etapami biosyntezy $ciany
komorkowej. Analiza sekwencji genomu oraz poréw-
nanie 362 otwartych ramek odczytu ORF (open reading
frame) pomigdzy Mu50 a wzorcowym szczepem MRSA,
wrazliwym na wankomycyne N315, wykazato az 213 réz-
nic na poziomie DNA, z czego 174 (6,6% ze wszystkich
2699 gendw szczepu Mu50) dawato efekt zmiany sensu
na poziomie produktu genu [49, 71]. Zmiany te doty-
czyly przede wszystkim trzech grup gendw: i) zwigza-
nych z transportem komoérkowym (14,9% ze 174 istot-
nie rézniacych sig); ii) zwigzanych z metabolizmem
weglowodandw (5,7%); iii) uczestniczacych w syntezie
RNA oraz mechanizmach regulacyjnych (8,0%) [49, 71].
Uzyskane wyniki wydaja sie potwierdza¢ oraz wyjasnia¢
niektore wezesniejsze hipotezy, poniewaz weglowodany,
takie jak glukoza czy glukozamina mogg w komorce
bakteryjnej by¢ wykorzystywane jako zrodlo wegla
w procesach biosyntezy peptydoglikanu $ciany komor-
kowej [21, 23]. Zwigzki te moga ulega¢ wlaczeniu w cykl
przemian metabolicznych za posrednictwem systemu
fosfotransferaz PTS (phosphotransferase system), ktory
podczas procesdéw transportu komoérkowego przepro-
wadza reakcje fosforylacji substratowej cukrow. W ten
sposob np. przy udziale aminotransferazy 6-fosfo-glu-
kozoamino-fruktozy, moze by¢ syntetyzowana 6-fos-
foglukozamina (GlcN-6-P), ktora stanowi substrat do
produkgji jednego z cytoplazmatycznych prekursoréw
mureiny. Inne bialka transporteréw odgrywajace role
w produkgji $ciany komdrkowej, to zwigzki zaliczane do
podrodziny transporteréw 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, Ze réznice genetyczne
miedzy szczepem Mu50, a N315, wrazliwym na wanko-
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mycyne, dotycza rowniez trzech genéw: acsA, syntetazy
acetylo-koenzymu A; pykA, kinazy pirogronianowej
oraz IctE, dehydrogenazy L-mleczanowej, zwiazanych
z cyklem przemian kwasow trojkarboksylowych (TCA,
tricarboxylic acid cycle), prowadzacych do powstania
pirogronianu. Pirogronian z kolei uczestniczy w syntezie
glutaminianu, bedacego skladnikiem w GlcNAc-B-(1,4)-
MurNAc-pentapetydzie. Znaleziono réwniez zmiany
w 17 genach odgrywajacych role w procesach regula-
cyjnych, z ktorych pieé jest zaliczanych do tzw. dwu-
skladnikowych systemoéw regulatorowych TCSTS (two
components signal transduction system). Polegaly one
na substytucji pojedynczego nukleotydu [44, 49, 71].

Wzmozony transport oraz synteza prekursoréw pep-
tydoglikanu moga w efekcie powodowa¢ powstawanie
$ciany komodrkowej o nietypowej budowie oraz gru-
bosci. Ponadto wykazano, ze w pentapeptydzie mureiny
szczepu Mu50 znajduje sie wigcej czasteczek glutami-
nianu pozbawionego reszty aminowej [34]. Poczat-
kowo przypuszczano, ze przyczyng moze by¢ mutacja
lub obnizenie ekspresji genu glnA, kodujacego syntetaze
glutaminy, ktéra w procesie biosyntezy $ciany komarko-
wej jest dawcg grupy aminowej dla prekursoréw hete-
rodimeru [34]. Okazalo sie, ze glutamina faktycznie
odgrywa kluczowg role w powstawaniu prawidlowe;
czasteczki aminokwasu, ale w jej niedoborze znacze-
nie odgrywa inne podfoze molekularne. Podwyzsze-
nie poziomu syntezy lipidu I oraz lipidu II powoduje
spadek poziomu wewnatrzkomoérkowej glukozy, ktdra
stanowi punkt wyjscia dla licznych przemian metabo-
licznych, w tym réwniez dla syntezy glutaminy [21, 23].
Ponadto, sekwencjonowanie wybranych genéw szczepu
Mu50 oraz wrazliwego wariantu S. aureus N315, ujaw-
nilo substytucje nukleotydu w nasD, co spowodowato
zastapienie glicyny Gly"® przez alaning w produkcie
genu. Powstanie nieaktywnej biologicznie reduktazy
azotanu, prowadzi do obnizenia poziomu wewnatrzko-
morkowego amoniaku, ktéry stanowi jeden z dawcow
grupy aminowej dla glutaminy [71].

W komérkach szczepow bakteryjnych wykazujacych
zmniejszona wrazliwo$¢ na wankomycyne obserwuje si¢
zwiekszenie grubosci $ciany komoérkowej, ale zawiera
ona w swojej strukturze duza ilo$¢ pentapeptydow z glu-
taminianem, pozbawionym reszty aminowej na koncu.
Uniemozliwia to wytwarzanie przez transpeptydaze
PBP wigzania peptydowego pomiedzy L-Lys a grupg
karboksylowa glicyny w lancuchu pentaglicynowym,
a tym samym mostkow poprzecznych pomiedzy reszta
L-lizyny jednego pentapeptydu, a reszta D-alaninowg
innego. W efekcie powstaje peptydoglikan o zmie-
nionym skladzie jako$ciowo-ilosciowym, zawierajacy
zwiekszong ilo$¢ niezwigzanych dimeréw D-alanino-
-D-alaninowych na koncach pentapeptydéw oraz ze
zmieniong strukturg przestrzenng, czyli mniej usiecio-
wang [23, 34, 38].
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Wzmozone procesy metaboliczne prowadzg réwniez
do uwalniania wigkszej ilosci dimeréw D-Ala-D-Ala,
ktdre nie ulegaja wbudowaniu w strukture peptydogli-
kanu, lecz znajduja si¢ w przestrzeni tréjwymiarowej
sieci [83]. Stanowig one dodatkowe punkty uchwytu dla
wankomycyny. U drobnoustrojéw Gram-dodatnich czg-
steczki tego antybiotyku wnikaja w strukture przestrzen-
nej sieci, ale warunkiem zadziatania leku (wywotania
efektu bakteriostatycznego lub bakteriobdjczego) jest
dotarcie do docelowego miejsca, czyli tuz przy btonie
komoérkowej [7, 23]. Zmniejszone usieciowanie mureiny
ulatwia penetracje glikopeptydu, ale po drodze natrafia
on na wolne dimery D-Ala-D-Ala, zaréwno w oczkach
sieci peptydoglikanu, jak i na koncach pentapeptydow,
ktére stanowig swoistg ,pulapke” dla wankomycyny.
Zatem moze zaistnie¢ sytuacja w ktorej wszystkie cza-
steczki leku ulegng zwigzaniu, a tym samym inaktywacji,
zanim dotra do wlasciwego miejsca swojego dziatania,
czyli tam gdzie zachodzg reakcje polimeryzacji hetero-
dimerow -(GlcNAc-B-(1,4)-MurNAc-pentapetyd)- 38,
83]. Ponadto penetracja wankomycyny moze by¢ dodat-
kowo utrudniona ze wzgledu na rozbudowang struk-
ture przestrzenng czasteczek antybiotyku. Zwigzane
i uwigzione w pierwszych warstwach peptydoglikanu
czasteczki antybiotyku, uniemozliwiajg przenikanie
kolejnych, aktywnych do glebszych warstw sieci [21].
Badania przeprowadzone przez Cui i wsp. dowodza,
ze podczas hodowli szczepow VISA na podltozu z wan-
komycynag (30 mg/L), stezenie antybiotyku w pozywce
zmniejsza si¢ w zaleznosci od czasu inkubacji i jedno-
cze$nie zwieksza sie wysycenie nim mureiny bakterii.
Zmiany strukturalne $ciany komdérkowej maja jedynie
wplyw na szybkos¢ i tym samym wydajnos¢ pochlania-
nia wankomycyny (wprost proporcjonalnie do stopnia
uszkodzenia heteropolimeru), jednakze nie decyduja
o wyniku ilociowym [21].

Przeprowadzone dotychczas badania nie pozosta-
wiaja watpliwosci, ze pogrubiona $ciana komdrkowa
u szczepow S. aureus odgrywa kluczowg role w wyraze-
niu sie fenotypu obnizonej wrazliwosci na wankomy-
cyne. Okazuje si¢ jednak, ze na taki efekt wptywaja nie
tylko procesy wzmozonej syntezy i kumulacji prekurso-
row peptydoglikanu, lecz réwniez obnizonej aktywnosci
autolityczne;j.

Reakgje autolityczne u S. aureus zachodza z udziatem
okolo 20 réznych enzyméw hydrolitycznych i odgrywaja
naturalng role w procesach fizjologicznych komorki bak-
teryjnej takich jak: wzrost i podzialy komorki; produkcja
i utylizacja muropeptydu; liza komérki indukowana inhi-
bitorami syntezy peptydoglikanu; remodeling heteropo-
limeru zwigzany np. z powstawaniem pili koniugacyj-
nych. Do najwazniejszych hydrolaz zalicza si¢: amidaze
N-acetyl-muramyl-L-alaninowa (amidaza N-MurAc-
-L-Ala), N-acetyl-glukozoaminidaze (N-GlcAc-amini-
daza), N-acetyl-muraminidaze (N-MurAc-aminidaza),
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endopeptydazy oraz transglikozylazy. Najlepiej poznane
autolizyny: amidaza N-MurAc-L-Ala (62kDa) oraz
N-GlcAc-aminidaza (51 kDa) s3 kodowane przez jeden
wspdlny gen oraz transkrypt atl, ktérego pierwotny
produkt o masie 138 kDa, podczas obrobki posttran-
slacyjnej ulega cigciu proteolitycznemu na dwa aktywne
enzymy o masach czasteczkowych 62 i 51 kDa. Ami-
daza N-MurAc-L-Ala uczestniczy w odlaczaniu pen-
tapeptydu od lancucha heteropolimeru, natomiast
N-acetyl-glukozoaminidaza ma swoje miejsce rozpo-
znawalne pomiedzy reszta -(N-GlcAc)- a pierwszym
aminokwasem pentapeptydu (L-Ala). Z kolei rodzina
biatek Lyt pelni funkcje endopeptydaz. Najwazniej-
sza z nich endopeptydaza glicyl-glicynowa, LytM,
jest bialkiem o masie 32kDa i uczestniczy w rozcina-
niu wigzan poprzecznych (mostki pentaglicynowe)
sieci peptydoglikanu [94].

Juz pierwsze badania prowadzone na szczepie wzor-
cowym VISA (Mu50) wskazywaly na zaburzenia w re-
cyklingu sktadnikéw jego $ciany komorkowej oraz na
wolniejsze uwalnianie hydrolizowanych lancuchéw
mureiny [33]. Sieradzki i Tomasz dowodzs, ze
efekt ten jest zwigzany raczej ze zmodyfikowang struk-
turg peptydoglikanu niz z budowg lub funkcja samych
autolizyn [84]. Zaobserwowano, ze jezeli szczepy
S. aureus rosna na podlozach zawierajacych subinhibi-
cyjne stezenia wankomycyny, to komorki bakterii rosng
w postaci bezpostaciowych skupisk (gron) i zawieraja
nierozdzielong, amorficzng $ciane komdrkowy [84].
Swiadczy to o tym, ze w obecno$ci antybiotyku docho-
dzi do zaburzen proceséw litycznych, przez co, w trak-
cie podzialéw nie mogg powsta¢ prawidiowe komorki
potomne. Jednoczeé$nie stwierdzono, ze w podlozu,
w poblizu miejsca wzrostu drobnoustrojéw, zmniej-
sza sie stezenie wankomycyny, co potwierdza wyniki
wczesniejszych badan, iz antybiotyk jest wbudowywany
w strukture peptydoglikanu [21, 23, 84]. A poniewaz
czasteczki wankomycyny sa dos¢ duze i posiadaja miej-
sce przylaczania w poblizu wigzan hydrolizowanych
przez amidazy N-MurAc-L-Ala oraz endopeptydazy
glicyl-glicynowe, uniemozliwiaja dotarcie enzymoéw
hydrolizujacych do docelowego miejsca dziatania, naj-
prawdopodobniej na drodze mechanizmu polegajacego
na tworzeniu fizycznej bariery.

Mechanizm zmniejszonej wrazliwosci na wanko-
mycyne izolatéw S. aureus, czesciowo wyjasnia rowniez
fakt obnizenia aktywno$ci biatka wigzacego penicyling
PBP4 [30, 82, 83]. Jest to jeden z enzymow, nalezacych
do niskoczasteczkowych bialek PBP (LMW), w obrebie
rodziny transferaz acylo-serynowych, uczestniczacych
w procesach polimeryzacji oraz sieciowania mure-
iny [79]. Niedobor tego enzymu moze powodowac
obnizenie ilosci wytwarzanych wigzan poprzecznych
(aktywno$¢ transpeptydazy) oraz zwigkszenie ilosci
dimeréw D-Ala-D-Ala, ktére stanowig docelowe miejsce
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dzialania wankomycyny [30]. Dlatego szczepy, ktore
posiadajg obnizong produkcje PBP4 lub syntetyzujg nie-
aktywny enzym, wykazuja obnizong wrazliwos¢ w sto-
sunku do tego antybiotyku [30, 82, 83].

Istnieje korelacja rowniez pomiedzy spadkiem liczby
wigzan poprzecznych w peptydoglikanie a wzrasta-
jaca dlugoscig fancuchéw heteropolimeru [47]. Jednak
dotychczas nie zostal wyjasniony mechanizm tej zalez-
no$ci. Wydaje si¢ réwniez, ze na obnizenie poziomu
usieciowania mureiny moze mie¢ wplyw inaktywacja
operonu femA/B [41]. Jednak okreslenie takiej zalez-
noéci na podstawie spadku aktywnosci bialek Fem
wymaga przeprowadzenia dalszych analiz.

Globalna analiza poziomu ekspresji mRNA u szcze-
pow VSSA i VISA (JH1 - JH15), izolowanych od tego
samego pacjenta na roznych etapach diugotrwatej tera-
pii wankomycyna [81, 83] pokazuje, ze powstawanie
szczepow o fenotypie VISA jest procesem bardzo zto-
zonym i determinowanym wielogenowo [57]. Pomig-
dzy wariantem wrazliwym na wankomycyne JHI,
a $redniowrazliwym JH9 wykryto przynajmniej dwu-
krotng réznice ekspresji 224 genéw. Obnizenie syntezy
mRNA i cDNA dotyczylo 169 genéw, zwigzanych przede
wszystkim z metabolizmem podstawowym, synteza
biatek powierzchniowych oraz licznych toksyn i enzy-
moéw; natomiast podwyzszong ekspresje odnotowano
dla 55 genéw, kodujacych przede wszystkim czynniki
uczestniczace w transporcie komérkowym, metaboliz-
mie weglowodandw, biosyntezie $ciany komodrkowej
oraz globalnych procesach regulacyjnych. Zidentyfiko-
wano réwniez dwa geny SA2343 i SAS016 (numery ORF
szczepu N315), ktorych ekspresja byla 84- i 23-krotnie
wyzsza u wariantu VISA w poréwnaniu z izolatem wraz-
liwym, jednak funkcja tych genéw nie zostata dotych-
czas poznana [57].

Uzyskane wyniki zmian w ekspresji genéw moga
sugerowal, ze powstawanie szczepéw o obnizonej
wrazliwosci na wankomycyne wigze si¢ z zaburzeniami
w komodrkowych systemach regulacyjnych [88]. Hipo-
teze ta potwierdzaja wyniki analiz z 2009 roku, ktore
wskazujg na udzial globalnego czynnika regulacyjnego
SarA w wyrazaniu fenotypu VISA [50]. Z kolei wyniki
najnowszych badan, z pazdziernika 2012, sugeruja zna-
czacy udzial w ekspresji fenotypu VISA bialek z rodziny
fosfataz C2 (PPC2, protein phosphatase C2) [73].

4. Szczepy Staphylococcus aureus wykazujace
fenotyp hetero-VISA

Pierwszy szczep hetero-VISA, oznaczony jako wraz-
liwy na wankomycyne, ale zawierajacy subpopulacje
komérek dla ktérych MIC tego antybiotyku bylo na
zroznicowanym poziomie (od 3 do 9mg/L), zostal
wyizolowany w styczniu 1996 (wcze$niej niz Mu50),
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w Japonii, w tym samym osrodku klinicznym, co pierw-
szy izolat VISA [36]. Pochodzit od 64-letniego pacjenta,
ktéry po operacji ptuc, wykonywanej z powodu nowo-
tworu, doznal infekcji dolnych drég oddechowych.
Poniewaz badanie diagnostyczne wykazalo, ze czynni-
kiem etiologicznym byt szczep MRSA, jako lek pierw-
szego rzutu zastosowano wankomycyne (42 mg/kg/
dobe). Dwunasto-dniowe leczenie nie przyniosto po-
prawy, a wrecz, w ciagu czterech ostatnich dni poda-
wania leku, objawy zapalenia ptuc nasilily sie. Z tego
powodu zmieniono zestaw antybiotykow i przez kolej-
nych 10 dni pacjentowi podawano terapi¢ skojarzona:
arbekacyne plus ampicyline/sulbaktam. Szczep o fenoty-
pie hetero-VISA, nazwany Mu3 (ATCC 700698), zostat
wyizolowany z plwociny chorego zanim do leczenia
zostal wprowadzony aminoglikozyd z antybiotykiem
beta-laktamowym i inhibitorem beta-laktamaz [36].
Izolat wykazywal MIC,, =3 mg/L, przez co pierwot-
nie zostal zaklasyfikowany jako wariant wrazliwy na
wankomycyne (VSSA). Jednak niepowodzenie terapii
przy uzyciu tego antybiotyku, sktonito naukowcéw do
ponownych badan Mu3. Analiza populacyjna szczepu,
polegajaca na wysiewaniu réznych rozcienczen hodowli
bakteryjnej na podloza ze wzrastajagcymi stezeniami
wankomycyny wykazala, ze stezenie 4 mg/L hamuje
wzrost 99,99% komorek. Natomiast niewielka subpopu-
lacja (jedna na 10° komdrek) wykazuje wzrost na pozyw-
kach zawierajacych glikopeptyd w stezeniach 5, 6, 7, 8,
a nawet 9 mg/L. Dla poréwnania, szczep Mu50 w 100%
byt niewrazliwy na stezenie wankomycyny 4 mg/L,
natomiast wyzsza koncentracja antybiotyku w podiozu
hamowata wzrost cz¢sci komorek mikroorganizmu tak,
ze przy stezeniu 10 mg/L, uzyskiwano wzrost 0,001%
hodowli. Z kolei szczep VSSA (FDA209P) byt w 100%
wrazliwy na stezenie wankomycyny 4 mg/L [36]. Dla-
tego tez izolat Mu50 zostal okreslony jako wykazujacy
fenotyp o obnizonej wrazliwosci na wankomycyne
(VISA), natomiast Mu3, ktéry w rutynowym oznacze-
niu byt wrazliwy na ten antybiotyk, ale posiadat hetero-
genna populacje komorek, zostal nazwany hetero-VISA
(h-VISA). Na podstawie kolejnych analiz stwierdzono,
ze oba szczepy wykazujg fenotyp heterogenny rowniez
w stosunku do innego antybiotyku glikopeptydowego,
teikoplaniny (MICMu3 =8 mg/L, MICMu50= 16 mg/L),
czyli sg to warianty nie tylko hetero-VISA i VISA, lecz
réwniez hetero-GISA oraz GISA. Dalsza charaktery-
styka ujawnila pewne podobienstwa pomiedzy japon-
skimi izolatami. Posiadaly ten sam wzor restrykcyjny
w typowaniu PFGE, co oznaczalo, Ze stanowily ten
sam typ epidemiczny (klonIIA); nalezaly do tego
samego typu MLST (ST5), byly wrazliwe na takie samo
minimalne stezenie bakteriobdjcze wankomycyny,
MBC=8mg/L, ponadto obydwa zostaly wyizolowane
od pacjentéw z tego samego japonskiego osrodka kli-
nicznego, co pozwala przypuszczacé, ze sg to szczepy bli-
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sko spokrewnione ze soba [36]. Badania, ktére miaty na
celu poznanie mechanizmu prowadzacego do ekspresji
fenotypu hetero-VISA, byly réwniez réwnolegle prze-
prowadzane dla Mu50. Mu3, podobnie jak wzorcowy
izolat VISA, wykazywal podwyzszony poziom syntezy
wewnatrzkomorkowych prekursoréw mureiny oraz
zwigkszone trzykrotnie uwalnianie heterodimeréw na
zewnatrz blony komodrkowej, wzrost syntezy hydrolaz
peptydoglikanu oraz zwigkszenie dwukrotne aktywnosci
autolitycznej $ciany komodrkowej, jak rowniez podwyz-
szenie trzykrotne produkeji biatek PBP2 i PBP2] zwia-
zanych z ostatnimi etapami syntezy heteropolimeru.
Jednak zmiany te byly na poziomie 1,67-6,67 razy
nizszym, niz u szczepu wzorcowego VISA, Mu50 [33].
Pierwsze analizy pordwnawcze ujawnily, ze jedyna roz-
nica zwigzana byta z gruboscig $ciany komodrkowej,
ktéra u hetero-VISA pozostawala niezmieniona, dzigki
czemu takze struktura peptydoglikanu pozostawata jak
u izolatow wrazliwych (brak heteromeréw z glicyng
pozbawiong grupy aminowej, usieciowanie mureiny na
naturalnym poziomie) [34]. Takze analiza molekularna
sekwencji 213 genéw wykazala, Ze zmiany mutacyjne
(substytucje nukleotydéw) dotyczg tych samych grup
genéw (tylko 9 réznic) u obu wariantdw, tj.: zwigza-
nych z metabolizmem weglowodanoéw, transportem
wewnatrzkomoérkowym oraz z mechanizmami regula-
cyjnymi [71]. Wydaje si¢ zatem, Ze za ekspresje fenotypu
hetero-VISA oraz hetero-GISA odpowiadajg te same
mechanizmy, co u szczepdw VISA i GISA, a te pierwsze
sa najprawdopodobniej formami prekursorowymi, co by
ttumaczyto stabsze wyrazenie oraz utrwalenie pewnych
modyfikacji i wlasciwosci fenotypu oraz genotypu. Naj-
nowsze publikacje wydaja sie potwierdza¢ udzial glo-
balnych, komérkowych systemoéw regulacyjnych (sarA,
agr, sigB, mgrA) w ekspresji obnizonej wrazliwosci na
wankomycyne/glikopeptydy u szczepéw VISA i GISA
oraz u heterogennych h-VISA i h-GISA [15, 50, 88].
Zgodnie z obecnie obowiazujacymi rekomendacjami,
szczep Mu3, ktory jest uznawany za wzorcowy szczep
h-VISA, jest szczepem VRSA wg EUCAST (kryterium
opornosci dla wankomycyny MIC >4 mg/L),) oraz VISA
wg CLSI, a wiec podobienstwo mechanizméw opornosci
wydaje si¢ zrozumiale.

5. Opcje terapeutyczne leczenia ciezkich zakazen
o etiologii S. aureus, wobec ktorych terapia
wankomycyng pozostaje nieskuteczna

Pojawienie si¢ pod koniec lat ’80-tych XX wieku
wankomycyno-opornych szczepéw Enterococcus spp.,
w roku 1987 pierwszych klinicznych izolatéw gron-
kowcéw koagulazo-ujemnych (gldwnie S. haemolyticus
oraz S. epidermidis), wykazujacych fenotyp obnizonej
wrazliwosci na glikopeptydy, jak réwniez pod koniec

lat 90 XX w. wariantéw S. aureus niewrazliwych na
leczenie dostepnymi wowczas antybiotykami glikopep-
tydowymi, sktonilo klinicystow oraz mikrobiologéw do
poszukiwania nowych rozwigzan terapeutycznych, sta-
nowigcych alternatywe dla wankomycyny. W roku 2000
wprowadzono do lecznictwa linezolid, syntetyczny che-
mioterapeutyk z grupy oksazolidynonéw, skuteczny
i bezpieczny w terapiach szpitalnego i ambulatoryjnego
zapalenia pluc oraz zakazen w obrebie skory i tkanek
podskérnych, wywolywanych przez szczepy MRSA,
VISA, hetero-VISA oraz VRE. Jednak juz poczawszy od
roku 2001 na calym $wiecie odnotowuje si¢ przypadki
izolacji szczepdw S. aureus, E.faecium oraz E.faeca-
lis wykazujace opornos¢ typu mutacyjnego na ten lek
przeciwbakteryjny. W ostatnich latach zostaly zareje-
strowane na rynku, réwniez w Polsce, jeszcze inne tera-
peutyki, takie jak: daptomycyna (cykliczny lipopeptyd),
chinupristina-dalfopristina (preparat ztozony ze strep-
togramin A i B) oraz tigecyklina (glicylocyklina, tetra-
cyklina nowej generacji). I cho¢ kazdy z nich wykazuje
wysoka aktywnos¢ in vitro oraz skutecznos$¢ w leczeniu
zakazen wywolywanych przez wieloleko-oporne ziaren-
kowce Gram-dodatnie, to jednocze$nie zaden z nich nie
jest lekiem ani uniwersalnym, ani pozbawionym wad
[40, 62, 64, 86]. W ostatnich latach duze nadzieje lecze-
nia zakazenn MRSA wigze si¢ z cefalosporynami pigtej
generacji, jednak jedyny z dotychczas zarejestrowanych
z tej grupy antybiotykow — fosamil ceftaroliny, nie jest
jeszcze dostepny w Polsce.

6. Podsumowanie

Juz od poczatku lat ’90 XX w. coraz czesciej maja
miejsce przypadki niepowodzen terapeutycznych przy
zastosowaniu antybiotykéw glikopeptydowych, ktore
jeszcze do niedawna byly uznawane za skuteczne tera-
peutyki, stosowane z wyboru w leczeniu cigzkich infek-
cji o etiologii MRSA. Przyczyna tych niepowodzen sg
szczepy Staphylococcus aureus, ktére na rézne sposoby
moga manifestowa¢ obnizong wrazliwos¢ lub opornos¢
na wankomycyne i/lub teikoplanine (VRSA, VISA,
hetero-VISA). Efekty te s3 warunkowane odmiennymi
mechanizmami molekularnymi, podlegajacymi réznym
systemom regulacyjnym oraz objawiajace si¢ zréznico-
wanymi cechami fenotypowymi, ale w konsekwencji
zawsze prowadzacymi do braku skuteczno$ci zastoso-
wanego leczenia. Mimo, ze wankomycyna nadal stanowi
lek z wyboru w terapiach zakazen MRSA i pomimo
mozliwosci zastosowania kilku alternatywnych tera-
peutykow, skutecznych wobec wieloleko-opornych
S. aureus, konieczne jest stosowanie zasad racjonalnej
antybiotykoterapii oraz, ze wzgledu na wcigz zmniej-
szajacy si¢ liczbe obecnie dostepnych, poszukiwanie
nowych opcji terapeutycznych.
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