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REVISION DE TEMA

Staphylococcus aureus resistente a vancomicina

Carlos Andrés Rodriguez 12, Omar Vesga

1 Grupo Investigador de Problemas en Enfermedades Infecciosas GRIPE, Medellin, Colombia.

2 Departamento de Farmacologia y Toxicologia, Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia.

3 Seccion de Enfermedades Infecciosas, Departamento de Medicina Interna, Facultad de Medicina,
Universidad de Antioguia, Medellin, Colombia.

Objetivo. Revisar la evolucién y mecanismos moleculares de la resistencia de Staphylococcus
aureus a vancomicina.

Fuente de los datos. Se consult6 la base de datos MEDLINE y se seleccionaron articulos tipo
reportes de caso, estudios bioquimicos, de microscopia electrénica y biologia molecular
pertinentes.

Sintesis. Después de casi 40 afios de eficacia ininterrumpida de la vancomicina, en 1997 se
reportaron los primeros casos de fracaso terapéutico debido a cepas de Staphylococcus aureus
con resistencia intermedia, denominadas VISA (concentracién inhibitoria minima, CIM, 8 a 16
pg/ml), asi como a cepas con resistencia heterogénea hVISA (CIM global = 4 pug/ml, pero con
subpoblaciones VISA), en las cuales la resistencia esta mediada por engrosamiento de la
pared celular y disminucion de su entrecruzamiento, lo que afecta la llegada del antibiético al
blanco principal, los monémeros del peptidoglicano en la membrana plasmatica. En 2002 se
aislo la primera de las 3 cepas reportadas hasta la fecha con resistencia total al antibi6tico,
denominadas VRSA (CIM>32 pg/ml), en las que se encontr6 el transposén Tn1546 proveniente
de Enterococcus spp, responsable del reemplazo de la terminacién D-Ala-D-Ala por D-Ala-D-
lactato en los precursores de la pared celular con pérdida de la afinidad por el glicopéptido.

Conclusiones. La resistencia a vancomicina es una realidad en S. aureus, mediada en el caso
de VISA por alteraciones en la pared celular que atrapan el antibiético antes de llegar al sitio
de accién, y en el caso de VRSA, por transferencia desde Enterococcus spp. de genes que
llevan a la modificacion del blanco molecular.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, peptidoglicano, biosintesis, antibiéticos glicopéptidos,
vancomicina, resistencia microbiana a drogas, resistencia a vancomicina.

Vancomycin-resistant  Staphylococcus aureus

The evolution and molecular mechanisms of vancomycin resistance in Staphylococcus aureus
were reviewed. Case reports and research studies on biochemestry, electron microscopy and
molecular biology of Staphylococcus aureus were selected from Medline database and
summarized in the following review. After almost 40 years of successful treatment of S. aureus
with vancomycin, several cases of clinical failures have been reported (since 1997). S. aureus
strains have appeared with intermediate susceptibility (MIC 8-16 pg/ml), as well as strains with
heterogeneous resistance (global MIC < 4 pg/ml), but with subpopulations of intermediate
susceptibility. In these cases, resistance is mediated by cell wall thickening with reduced cross
linking. This traps the antibiotic before it reaches its major target, the murein monomers in the
cell membrane. In 2002, a total vancomycin resistant strain (MIC = 32 pug/ml) was reported with
vanA genes from Enterococcus spp. These genes induce the change of D-Ala-D-Ala terminus
for D-Ala-D-lactate in the cell wall precursors, leading to loss of affinity for glycopeptides.
Vancomycin resistance in S. aureus has appeared,; it is mediated by cell wall modifications that
trap the antibiotic before it reaches its action site. In strains with total resistance, Enterococcus
spp. genes have been acquired that lead to modification of the glycopeptide target.

Key words: Staphylococcus aureus; peptidoglycan; biosynthesis; antibiotics, glycopeptide;
vancomycin; drug resistance, microbial; vancomycin resistance.
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Staphylococcus aureus es un microorganismo
Gram-positivo perteneciente a la familia Micrococ-
caceae que se distingue de otras especies de
estafilococos por la coloracion dorada de sus
colonias y el resultado positivo en las pruebas de
coagulasa, fermentacién del manitol y
desoxirribonucleasa (1). La descripcion clasica de
la enfermedad estafilococicay el papel de la bac-
teria en la sepsis y formacién de abscesos se
debe a Sir Alexander Ogston, a finales del siglo
XIX (1). Enlaactualidad S. aureus contintia siendo
uno de los patdégenos mas importantes y versatiles
de la especie humana, ocupando un lugar
preponderante en las infecciones de piel y tejidos
blandos, osteomielitis, neumonia, endocarditis y
bacteriemias (2), cuyo tratamiento se hace cada
vez mas complejo debido a la gran capacidad del
microorganismo de desarrollar resistencia a los
antibiéticos (figura 1) mediante una amplia gama
de mecanismos que incluyen la produccion de
enzimas, la sintesis de blancos moleculares de
baja afinidad por los antimicrobianos, las
mutaciones o modificacion enzimatica (e.g.,
metilacion) de proteinas o &cidos nucleicos, la
generacion de formas persistentes de crecimiento
lento con defectos en el transporte de electrones
(conocidas como variantes de colonias pequefias)
y las alteraciones en la sintesis o la estructura de
la pared celular (2,3).

El tratamiento de las infecciones estafilococicas
ha evolucionado desde el inicio de la era
antibiética como consecuencia de la emergencia
de la resistencia y el desarrollo de nuevos
antibacterianos. La penicilina empezé a utilizarse
ampliamente a partir de 1944, y tan solo 2 afios
después, laresistencia en S. aureus mediada por
la produccién de B-lactamasas alcanzaba 6% de
los aislamientos; para 1948 este porcentaje
superaba 50% (4). Durante los afios 50 se
diseminaron las cepas resistentes a la penicilina,
asi como a los antibiéticos recién introducidos
eritromicina, cloranfenicol, estreptomicina y
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tetraciclina (5). El problema se soluciondé
temporalmente a comienzos de la década del 60
con el desarrollo de las primeras cefalosporinas,
cefalotina y cefaloridina, estables frente a la beta-
lactamasa estafilocécica, reemplazadas luego por
las 6-acil penicilinas, meticilina, nafcilina y
oxacilina. Infortunadamente, en 1961, el mismo
afio en que la meticilina alcanzé el mercado, se
aislé la primera cepa de S. aureus resistente
(MRSA, por methicillin-resistant S. aureus) (6),
productora de una proteina ligadora de penicilina
(PBP, por penicillin-binding protein) adicional, PBP
2A 02', con muy baja afinidad por los 3-lactamicos
(7). Después de una diseminacion inicial durante
los afios 60, MRSA decliné casi hasta cero en
los afios 70, para reaparecer a mediados de la
década del 80 (8). Desde entonces es un problema
creciente en los hospitales, donde alcanza hasta
50% de los aislamientos (9), y ha empezado a
extenderse ala comunidad (10).

Los glicopéptidos han sido el pilar del tratamiento
de las infecciones por MRSA desde la introduccion
de estos antibioticos en 1958; sin embargo, el
aislamiento de enterococos resistentes (VRE,
vancomycin-resistant Enterococci) y de
estafilococos coagulasa-negativos con
susceptibilidad disminuida a finales de la década
de 1980 (11), hicieron temer la aparicion de
resistencia en S. aureus. Casi una década
después, en 1997, se reportd en Japdn la primera
cepa con una concentracion inhibitoria minima
(CIM) para vancomicina de 8 pg/ml (12) y el primer
aislamiento con una CIM >32 ug/ml se registré
en Estados Unidos a mediados de 2002 (13).

2002: VRSA
1997: VISA
1961: Resistencia a meticilina (MRSA)
1950’s: Resistencia a macrélidos y tetraciclinas

1946: Resistencia a penicilina mediada por Beta-lactamasa

A A A A A
1940 1950 1960.............. 1990 2000

Figura 1. Evolucion de la resistencia antimicrobiana en S.
aureus. Abreviaturas: MRSA: Staphylococcus aureus
meticilino-resistente, VISA: Staphylococcus aureus con
resistencia intermedia a vancomicina, VRSA: Staphylococcus
aureus con resistencia total a vancomicina.
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Definiciones: VISA, hVISA, VRSA

La literatura sobre la resistencia a vancomicina
en S. aureus se presta a confusiéon por las
diferencias en los puntos de corte usados en varios
paises. El CLSI (Clinical Laboratory Standards
Institute, antes NCCLS) de los Estados Unidos
(14) y la SFM (Société Francaise de Microbiologie)
(15) utilizan 3 categorias: sensible (CIM < 4 g/
ml), intermedio (CIM entre 8 y 16 ug/ml) y
resistente (CIM = 32 pg/ml); mientras que la BSAC
(British Society for Antimicrobial Chemotherapy)
y el SRGA (Swedish Reference Group for
Antibiotics) solo 2 categorias: sensible (CIM < 4
pa/ml) y resistente (CIM = 8 pug/ml) (16,17). Esto
ha llevado al uso impreciso de los acrénimos VISA
(vancomycin-intermediate S. aureus) y VRSA
(vancomycin-resistant S. aureus). Debido a que
las cepas VISA 'y VRSA aisladas son resistentes
también a teicoplanina (otro glicopéptido no
aprobado en Estados Unidos), se han propuesto
los términos GISA y GRSA (por glycopeptide-
intermediate y glycopeptide-resistant S. aureus)
como mas adecuados; sin embargo, las
diferencias entre paises en los puntos de corte
para este antibiético, y el aislamiento de cepas
resistentes a teicoplanina sensibles a
vancomicina, no hacen recomendable el uso de
esta terminologia. En adelante, la revisién se
cefiira alos acronimos VISAy VRSA de acuerdo
con las definiciones del CLSI (14).

Existe otra categoria correspondiente a cepas de
S. aureus con CIM < 4 pg/ml (sensibles) en las
pruebas estandar, pero que presentan
subpoblaciones con CIM 8-16 pg/ml al realizar un
perfil de analisis poblacional (PAP, del inglés
population analysis profile). Estas cepas se han
denominado hetero-VISA (hVISA) (ver mas
adelante).

Resistencia intermedia a vancomicina: cepas
VISA

En 1997, Hiramatsu et al. (12) reportaron el
aislamiento en Japén de una cepa MRSA en un
paciente de 4 meses de edad sometido a cirugia
cardiaca quien, después del procedimiento,
presento fiebre y signos de infeccion en la herida
quirargica. Recibié 29 dias de terapia con
vancomicina (45 mg/kg/dia) sin respuesta, por lo

VISA, VRSA

que se agrego6 arbekacina (aminoglicésido
aprobado en Jap6n para MRSA). Después de una
mejoria inicial reaparecio la fiebre y se formé un
absceso subcutaneo, por lo que el tratamiento se
cambié a ampicilina-sulbactam mas arbekacina,
y el paciente fue dado de alta 17 dias después.
La cepa MRSA aislada, denominada Mu50, tenia
una CIM para vancomicina de 8 pg/ml
determinada por microdilucién en caldo. Desde
entonces se han reportado cepas VISA en Europa
(18,19), Estados Unidos (20-23), Asia (24) y Brasil
(25). El grupo colombiano de resistencia
antimicrobiana, RESCOL (26), tras analizar 296
aislamientos nosocomiales de S.aureus en el
periodo 2001-2002 encontré 52% de resistencia
a meticilina, pero ninguna cepa VISA mediante la
técnica de tamizaje en agar infusion cerebro
corazon (BHIA, Brain-Heart infusion Agar) con 6
pg/ml de vancomicina segiin recomendacion del
CLSly de los Centers for Disease Control (CDC)
(27). Debe anotarse que el método empleado por
los investigadores de RESCOL para detectar VISA
tiene una muy baja sensibilidad (22%, ver
adelante).

Los casos reportados de infecciones por VISA
no permiten establecer factores de riesgo
especificos; sin embargo, se encuentran algunos
puntos comunes: los pacientes presentaban
enfermedades de base similares (cancer, diabetes
mellitus e insuficiencia renal), la mayoria habian
sido sometidos a dialisis y tenian bacteriemias
asociadas con catéteres o material protésico, y
habian sido expuestos a dosis plenas de
vancomicina por periodos muy prolongados (entre
6y 18 semanas) 3 a 6 meses antes de la deteccién
de la infeccion por VISA (28). Ademas, los
reportes de los Estados Unidos sugieren que las
cepas VISA se desarrollaron a partir de cepas de
MRSA que infectaron previamente los pacientes,
dada la identidad entre sus patrones de
electroforesis de campo pulsado (PFGE, pulsed-
field gel electrophoresis) (21-23).

La vancomicina es un antibiético del grupo de los
glicopéptidos que tiene como blanco principal las
subunidades D-Ala-D-Ala en los monémeros del
peptidoglicano de las bacterias Gram positivas,
que sirven como precursores de la sintesis de la
pared celular. La resistencia en las cepas VISA
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no esta mediada por un mecanismo Unico, sino
gue parece involucrar una compleja reorganizacion
de la sintesis de la pared celular. A continuacién
revisaremos el mecanismo de sintesis de la pared
celular de S. aureus (figuras 2 y 3), y los ajustes
gue hace la bacteria a su metabolismo antes de
desplegar el fenotipo resistente.

El principal componente de la pared celular de S.
aureus es el peptidoglicano, una matriz de
polisacarido compuesta de subunidades
alternantes de N-acetilglucosamina (GIcNAc) y
acido N-acetilmuramico (MurNac). El paso inicial
(figura 2) en la produccién del monémero de
peptidoglicano es la formacién de glucosamina-
6-fosfato (GIcNH,-6-P) a partir de glucosa,
fructosa o glucosamina importadas al citoplasma
desde el medio exterior. Luego GIcNH_-6-P se
modifica en GIcNH_-1-P y es acetilada para formar
UDP-GIcNAC, la cual se combina con enolpiruvato
derivado de glucosa para formar UDP-MurNAc.
Una L-alanina se incorpora luego al residuo UDP-
MurNac, seguida por D-glutamato, L-lisina, y D-
alanil-D-alanina para formar un pentapéptido,
constituyendo asi el nucledtido de Parks (29). Este
es luego transferido al C_undecaprenilfosfato para

D-Glucosa

Glucosa-6-P

NoLeP]

Fructosa-6-P

C._Undecaprenil-P-P-GlcNac-MurNAc
L-Ala-D-Gln-L-Lys(Gly5)-D-Ala-D-Ala
(Lipido 11

ly tRNA —» @
SGlyt L-glutamina

(Lipido 1)

s

L-glutamina - Glycosamina-1-P

L-glutamato

C. Undecaprenil-P-P-MurNac
L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-
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formar el lipido | del transportador de membrana
del peptidoglicano, liberando UMP en el proceso
(30). El siguiente paso implica la transferencia
secuencial de 5 residuos de glicina al componente
L-lisina del pentapéptido para formar una cadena
lateral de pentaglicinas. El residuo D-glutamato
es luego transformado por amidacion en D-
glutamina, usando L-glutamina como donador de
NH,+, reaccion que solo ocurre sila concentracion
de este aminoacido en la célula es alta (31). A
continuacion se agrega GIcNAc al complejo
C,undecaprenil-P-P-MurNAc usando UDP-
GIcNAc como donante, formandose el lipido I,
que es transferido a la cara externa de la mem-
brana citoplasmatica, donde las transglicosilasas
unen el precursor GIcNAc-MurNAc-pentapéptido-
pentaglicina a las cadenas existentes de
peptidoglicano (figura 3). Mas tarde, las
transpeptidasas unen la cadena de pentaglicina
de un mondmero al residuo D-alanina en la
penultima posicién del pentapéptido de la cadena
vecina, liberdndose el ultimo residuo de D-alanina
y dando origen a un entrecruzamiento de cadenas
gue confiere rigidez a la estructura (30). El paso
final en el procesamiento de la pared celular es
realizado por carboxipeptidasas, que remueven

Glucosamina

Glucosamina-6-P

L-glutamato

UDP-GIcNAc

v [Mura|

UDP-GIcNAc-enolpiruvato

ey

UDP-MurNAc

/

Figura 2. Produccion de los mondmeros de peptidoglicano en S. aureus. Abreviaturas, GPI: glucosa-6-P isomerasa, GImS:
glucosamina sintetasa, GImM: glucosamina-6-P mutasa, MurA: UPD-GIcNAc-enolpiruvil transferasa, MurB: UDP-MurNAc-
deshidrogenasa. (Modificada de Avison et al. (29) con permiso de Oxford University Press).
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NUEVO PENTAPEPTIDO

VISA, VRSA

D-Ala
D-Ala PEPTIDOGLICANO NACIENTE
L-Lys-Gly5
D-Gin D-Ala D-Ala
D-Ala + D-Ala D-Ala D-Ala
GInNac-MurNac L-lys-Gly5 L-Lys-Gly5 L-Lys-Gly5
D-GIn D-GIn D-GIn
D-Ala D-Ala D-AlaD-Ala
GIcNAc-MurNAc-GInNAc-MurNAc..........cccveee..
Trans glicosilasa
D-Ala D-Ala D-Ala
D-Ala D-Ala D-Ala
L-Lys-Gly5 L-Lys-Gly5 L-Lys-Gly5
D-GIn D-GIn D-GIn
D-Ala D-Ala D-Ala

GINNAc-MurNAc-GIcNAC-MurNACGINNAC-MurNAc

D-Ala
D-Ala
L Lys-— Gly5—D-Ala
D-GIn L-Lys - »
D-Ala D-GIn D-Ala
..... GInNAc-MurNAc... D-Ala L-Lys---- Gly5---- D-Ala
..... GInNAc-MurNAc... D-GIn L-Lys
D-Ala D-GIn
..... GInNAc-MurNAc... D-Ala

GInNAc-MurNAc...

Figura 3. Procesamiento del peptidoglicano en S. aureus. Las subunidades nuevas de GIcNAc-MurNAc-pentapéptido-
pentaglicina son unidas por las transglicosilasas y luego incorporadas a la red existente de peptidoglicano por medio de las
transpeptidasas que entrecruzan los pentapéptidos con las pentaglicinas. El paso final de las carboxipeptidasas es necesario
solamente si el pentapéptido terminal no es entrecruzado. La presencia de D-glutamina (D-GIn en lugar de D-Glu) es

necesaria para una transpeptidacién eficiente. (Modificada de

las alaninas terminales en las unidades que no
fueron entrecruzadas por las transpeptidasas (30).
Como no todos los pentapéptidos son utilizados,
siempre queda un nimero de residuos D-Ala-D-
Ala sin procesar en la pared celular que se estima
llegan a ser 6 x 10° por cada célula de S. aureus
(32).

Existen por tanto 2 tipos de blanco para la
vancomicina: en primer lugar, los residuos libres
de D-Ala-D-Ala en las capas terminadas de
peptidoglicano y, en segundo, los monémeros de
peptidoglicano que emergen de la membrana
plasmatica, los cuales son el sustrato de las
transglicosilasas (32). La union del glicopéptido a
los primeros blancos no interfiere con la sintesis
de peptidoglicano, pero si con la transpeptidacién

Avison et al. (29), con permiso de Oxford University Press).

mediada por las PBP; en cambio, si el antibidtico
se une a los mondmeros en la membrana, la
sintesis de la pared celular se detiene y las células
dejan de multiplicarse. Es muy importante anotar
gue para llegar a estos monémeros, las moléculas
de vancomicina tienen que atravesar por lo menos
20 capas de peptidoglicano sin ser atrapadas por
los primeros blancos (33).

El mecanismo de resistencia a vancomicina ha
sido estudiado extensamente en la primera cepa
VISA, Mu50 (33,34) (cuadrol). Las pruebas
bioguimicas y la microscopia electrénica indican
que esta cepa produce mayores cantidades de
peptidoglicano (debido a la mayor incorporacién
de GIcNAc, la mayor concentracion de monémeros
de peptidoglicano y la mayor produccién de PBP2
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Cuadro 1. Mecanismos implicados en la resistencia
intermedia a vancomicina.

Mecanismos Referencias

Engrosamiento de la pared celular

- Aumento en la captacion de GIcNAc

- Incremento de monémeros de peptidoglicano
- Sobreexpresiéon de PBP 2 y 2a

33, 35, 36

Disminucién del entrecruzamiento
- Disminucién en la amidacion de los
muropéptidos

- Reduccion en la expresion de PBP4 34, 35, 41,43

y 2A),y que su pared celular es més gruesa (entre
30 y 40 capas de peptidoglicano). Como
consecuencia, un mayor nimero de moléculas de
vancomicina pueden ser atrapadas antes de llegar
a la membrana citoplasmatica, donde actdan las
transglicosilasas. Este mecanismo se ha
denominado “atrapamiento de afinidad”.
Adicionalmente, se ha visto que la estructura
externa de la pared celular se distorsiona por las
moléculas secuestradas de vancomicina, lo que
impide aun mas la entrada de otras moléculas del
antibiético (35). Este hallazgo fundamental no se
limita a la cepa Mu50. Cui et al. (36) midieron por
microscopia electrénica el grosor de la pared
celular de 16 cepas VISA recuperadas en siete
paises diferentes, obteniendo una media de 31,3
nm (desviacion estandar 2,62) y las compararon
con 7 cepas susceptibles VSSA (vancomycin-
susceptible S. aureus) cuyo grosor medio fue de
23,99 nm (desviacion estandar 2,04). Ademas,
encontraron una correlacion significativa (r =
0,908, p< 0,001) entre la CIM para vancomicina
y el grosor de la pared.

Ademas del engrosamiento de la pared, se ha
observado una disminucién en el grado de
entrecruzamiento (cross-linking) de las cadenas
de peptidoglicano (cuadro 1), lo cual aumenta el
nimero de D-Ala-D-Ala libres en las capas
externas de la pared y por tanto mas antibiético
puede ser atrapado antes de llegar al sitio de
accion (31). Se han planteado 2 hipétesis para
explicar este fenémeno: la disminucion de la
amidacioén de los muropéptidos y la reduccién en
la expresion de la PBP4.

Como ya se menciond, durante las fases previas
a la transferencia de los precursores de la pared
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celular a través de la membrana, el D-glutamato
del pentapéptido es convertido por amidacién (a
partir de L-glutamina que se transforma en L-
glutamato al donar el grupo NH,+) en D-glutamina.
Sin embargo, en Mu50 se encuentra una mayor
proporcioén de muropéptidos no amidados (34), los
cuales se consideran pobres sustratos para las
transpeptidasas, lo que, en consecuencia, genera
menos entrecruzamientos (35). El anabolismo del
peptidoglicano es altamente dependiente de la
disponibilidad de L-glutamina, que actlia como
donante de grupos NH,+ para convertir fructosa-
6-fosfato en GIcNH,-6-P en la produccion de UDP-
GIcNAc, y para producir UDP-MurNAc por medio
del fosfoenolpiruvato (figura 2). La regeneracién
de L-glutamina a partir de L-glutamato esta
mediada por la enzima glutamina sintetasa, que
es una de las mas estrictamente reguladas en
las bacterias (37). La via de regulacion de la
glutamina sintetasa en S. aureus no se conoce,
pero las vias intermedias son las mismas que en
Escherichia coli, en la cual la enzima es inhibida
por la GIcNH_-6-P y activada por la presencia de
2-cetoglutarato o L-glutamato (37,38). En la cepa
Mu50 existe evidencia de que la célula utiliza
preferencialmente glucosa en lugar de
glucosamina para producir peptidoglicano y, por
tanto, las reservas de L-glutamina se depletan
debido a la mayor produccion de GIcNH_-6-P y,
subsecuentemente, GIcNAc (35). Lo anterior lleva
a que la L-glutamina disponible para la amidacion
del D-glutamato en el pentapéptido de los
precursores también disminuya y, en consecuencia,
haya una menor transpeptidacion (39).

Con respecto a la expresién de PBP4, los
experimentos de Sieradzki y Tomasz (40,41)
resultaron en la obtencidén por subcultivo
secuencial de 2 mutantes altamente resistentes
a vancomicina (CIM 72 pg/ml), denominadas VM
y TNM. La resistencia se relacionaba con el
engrosamiento de la pared celular y la liberacién
al medio de grandes cantidades de peptidoglicano
con una disminucién hasta de 85% en su grado
de entrecruzamiento y, por tanto, una mayor
cantidad de D-Ala-D-Ala libre para atrapar el
antibiético. En ambas cepas la expresién de
PBP4, una carboxipeptidasa y transpeptidasa
secundaria que se requiere para el



Biomédica 2005;25:575-87

entrecruzamiento de la pared celular (42), estaba
disminuida o anulada. Se observaron resultados
similares en cepas clinicas de VISA en estudios
de Finan et al. (43). Aunque las hipotesis
mencionadas explican parcialmente el mecanismo
de resistencia a vancomicina, se han aislado unas
pocas cepas VISA que no tienen estas
alteraciones en la pared celular, lo que hace pensar
que la resistencia debe obedecer a mecanismos
alternativos aun sin estudiar (44).

Estudios gendmicos en S. aureus Mu50

La activacion de la sintesis de la pared celular
observada en la cepa Mu50 debe ocurrir en
multiples puntos de la via metabdlica, por lo cual
la mutacién de un sélo gen o la adquisicién de un
gen exdgeno es una explicacién poco probable.
En su lugar, la sobreexpresién de varios genes
asociados a la sintesis del peptidoglicano seria
una hipétesis mas factible. Kuroda et al. (45)
prepararon librerias de ADNc de la cepa Mu50y
de una cepa sensible a vancomicina, y hallaron
varios genes sobreexpresados. En primer lugar,
se identificé un gen denominado vraR (por vanco-
mycin resistance associated), similar al gen yvqC
de Bacillus subtilis, conocido como un regulador
de respuesta, que al introducirse mediante un vec-
tor a la cepa control elevé su CIM de 0,5 a 2,0 pg/
ml. También encontraron 3 genes con alta similitud
con el operén de fructosa en B. subtilis (frur, fruB,
fruA), 2 genes involucrados en la sintesis de
acidos grasos (vraA-C) y 4 genes de nuevos
transportadores de la familia ABC: ATP-binding
cassettes (vraDE, vraFG), muy similares al
transportador de glutamina ginQ. Estos hallazgos
pueden relacionarse con el direccionamiento del
metabolismo de los azlcares glucosa y fructosa
hacia la sintesis de la pared celular, y con una
mayor captacién de nutrientes del medio para
mantener su alta tasa de produccion.

Otra aproximacion presentan Avison et al. (29)
basandose en la comparacion de las secuencias
publicadas del genoma completo de Mu50 y de
varias cepas MRSA sensibles a vancomicina
(46). El andlisis in silico revel6 17 mutaciones de
pérdida de funcion en genes con funciones ya
caracterizadas. Se destaca la completa disrupcion
del gen murA, que codifica la UDP-GIcNAc-
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enolpiruvil transferasa, necesaria para la sintesis
del UDP-MurNAc (47); del gen mrp, anélogo de
fmtB, gen cuya inactivacion disminuye la
resistencia a meticilina en cepas MRSA (48), y
de los genes odhA'y sdhB, que codifican por las
enzimas 2-cetoglutarato deshidrogenasa y
succinato deshidrogenasa, respectivamente. Es
notable el hallazgo de estas deleciones en
enzimas encargadas de reacciones clave en la
sintesis de la pared celular y de metabolitos
intermediarios de la glutamina y la glucosamina,
lo que esté en concordancia con las alteraciones
bioguimicas reportadas en la cepa Mu50 (33).
También es destacable la pérdida del gen mutS,
que codifica una proteina reparadora del ADN.
Estudios anteriores han mostrado que la pérdida
de la funcién de este gen conduce a un fenotipo
de hipermutacién (100 veces mas mutaciones
espontaneas comparadas con las cepas mutS+),
asociado al desarrollo de resistencia a antibiéticos
y a una disminucion de la adaptabilidad evolutiva
(fitness, en la literatura inglesa) (49), lo cual puede
explicar los mayores tiempos de generacién
reportados para la cepa Mu50 en comparacion con
cepas VSSA (36).

Resistencia intermedia heterogénea a
vancomicina: cepas hVISA

El fendmeno de la heterorresistencia, o sea, la
distribucién no homogénea del fenotipo resistente
en una poblacién bacteriana, se conoce en S.
aureus desde el desarrollo de la resistencia a
meticilina (50). A comienzos de los afios 1980 se
observé que si bien todas las células de MRSA
en una poblacion dada poseian el gen mecA, la
CIM de meticilina variaba desde unos pocos
microgramos por mililitro por encima del punto de
corte de susceptibilidad hasta niveles cientos de
veces mas altos, hecho que se atribuye a la
expresion diferencial de otros determinantes
genéticos involucrados en la resistencia, tales
como el gen femA (51). Se postula que el uso de
carbapenems y cefalosporinas de tercera
generacion para tratar estas cepas MRSA
heterogéneas, que al principio aparecian
susceptibles, condujo a la seleccién de las
subpoblaciones mas resistentes y al predominio
de MRSA homogéneo (52). En el caso de
vancomicina, las cepas hVISA tienen
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subpoblaciones de células con resistencia
intermedia (CIM entre 8 y 16 pg/ml), mientras la
CIM global esta en el rango de susceptibilidad
(< 4 pg/ml). La vancomicina crea una presion
selectiva que favorece el predominio de las
subpoblaciones de células mas resistentes,
generando hVISA y, eventualmente, con la
exposicion continua, una poblacion uniforme de
VISA (53). La primera cepa hVISA, Mu3, fue
aislada en Japon en 1996 en un paciente de 64
afios con neumonia por MRSA tratada sin éxito
con vancomicina durante 12 dias, con
agravamiento del cuadro en los ultimos 4 dias de
terapia. Aunque la CIM de este aislamiento era
de 4 ng/ml, algunas subpoblaciones podian crecer
en medios con vancomicina a concentraciones
entre 5y 9 pg/ml, indicando la presencia de
resistencia heterogénea. La electroforesis de
campo pulsado mostré que esta cepa tenia un
patrén indistinguible de Mu50, aislada unos meses
después en el mismo hospital, lo que sugiere que
Mu3 puede ser su origen. Ademas, el cultivo
seriado de la cepa hVISA en concentraciones
crecientes de vancomicina dio origen a
subpoblaciones con un nivel de resistencia similar
al de Mu50. Este fenémeno in vitro es sugestivo
de que la colonizacion o infeccion con VISA puede
ser precedida por infeccion con hVISA, y luego la
exposicion prolongada al antibiético lleva a la
aparicién de una poblacién con resistencia
uniforme (54).

Actualmente no hay un método estandarizado para
identificar las cepas hVISA. El analisis poblacional
se ha propuesto como la técnica mas precisa. En
éste, las diluciones seriadas de una suspension
inicial de 10® UFC/ml se siembran en cajas de
Petri con BHIA con vancomicina (BHIA-V) a
concentraciones crecientes y a las 48 horas se
determina el nimero de colonias viables, registrando
los datos en una grafica semilogaritmica. Sin
embargo, la naturaleza laboriosa de esta técnica
y el requerimiento de un costoso equipo
electronico para siembra espiral en medio solido
(Spiral Plating Apparatus), la hacen poco practica
para la mayoria de laboratorios. En su lugar,
Hiramatsu et al. (54) propusieron una técnica
simplificada que consiste en inocular 10 pl de una
suspension de 108 UFC/ml en BHIA con 4 ug de
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vancomicina por ml (técnica BHIA-V4). El
crecimiento a las 24 horas se considera VISA
potencial y a las 48 horas hVISA potencial. El
estado hVISA se confirma si se encuentran
subpoblaciones con CIM de 8 pug/ml que
permanecen estables durante mas de 9 dias en
medio libre de antibiético. Otros métodos
reportados en la literatura utilizan medios
diferentes como el agar Mueller-Hinton (MHA), o
varian los in6culos y las concentraciones de
vancomicina. Walsh et al. (55) probaron 284 cepas
de MRSA y 45 cepas de VISA y hVISA
comparando las técnicas de BHIA-V4, MHA con
5 pg/ml de vancomicina, dilucién en caldo, dilucion
en agar, y el E-test, con el PAP como estandar
de oro. La sensibilidad y especificidad
encontradas fueron: BHIA, 22y 97%; MHA, 20y
99%, dilucién en caldo, 11y 100%, y dilucion en
agar, 20 y 100%, mientras que el E-test con un
in6culo de 2,0 McFarland alcanz6 96% y 97%,
respectivamente.

Los reportes de hVISA son mas frecuentes entre
cepas resistentes a la meticilina. De 7.920 cepas
de S. aureus aisladas en diferentes paises en el
periodo de 1997 a 2001, 1,67% (132 aislamientos)
fue reportado como hVISA (53), aunque esta
frecuencia puede ser mayor dada la carencia de
un método estandarizado y sensible para la
deteccion de heterorresistencia. En el mismo
estudio se encontr6 una frecuencia 43 veces
mayor de hVISA en las cepas meticilino
resistentes (131 entre 6.052, 2,16%) que en las
cepas meticilino sensibles de S. aureus (1 entre
1.868, 0,05%), hecho sugestivo de que estas
cepas mas expuestas a los antibiéticos tendrian
mayor capacidad para desarrollar resistencia
heterogénea.

La significancia clinica de hVISA no se ha definido
con exactitud, en particular debido a que algunos
consideran que la vancomicina tiene menor efecto
bactericida contra S. aureus que los B-lactdmicos
y que su penetracion al sitio de la infeccién es
limitada por el gran tamafio de la molécula,
caracteristicas que podrian por si solas explicar
las fallas terapéuticas observadas en infecciones
por estas cepas (56,57). Desde un punto de vista
bioldgico, el status hVISA conferiria una ventaja
de supervivencia a S. aureus, ya que si bien dosis
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terapéuticas de vancomicina eliminan 99,9% de
la poblacion, la fraccién restante sobrevive y es
capaz de crecer a concentraciones de antibiético
de 4 pg/ml o superiores. Estas células VISA
gastan gran cantidad de energia para engrosar la
pared celular y tienen una adaptabilidad evolutiva
(fitness) menor que las cepas VSSA, por lo cual
tienden a revertir al fenotipo hVISA una vez cesa
la presién del antibitico. Sin embargo, cuando
Se exponen nuevamente a vancomicina generan
mutantes resistentes con una alta frecuencia, lo
que asegura la supervivencia de la cepa (58).

Resistencia total a vancomicina: cepas VRSA

En 1992, Noble et al. (59) reportaron la
transferencia in vitro y sobre la piel de un raton
de los genes de resistencia a vancomicina de una
cepa de Enterococcus faecalis a S. aureus,
confiriéndole resistencia total (CIM > 32 pg/ml).
Desde entonces se ha postulado que puede ocurrir
transferencia de material genético si los dos
microorganismos comparten el mismo nicho
ecoldgico. Al respecto, estudios de Ray et al. (60)
demostraron que hasta 62% de los pacientes
colonizados con VRE tienen también S. aureus
en el tracto gastrointestinal, constituyendo un
reservorio potencial para la aparicion de cepas
resistentes.

En junio de 2002 se aisl6 la primera cepa clinica
de VRSA (13), con una CIM para vancomicina de
1.024 pg/ml, en una paciente de 40 afios residente
en Detroit, Michigan, Estados Unidos, con
diagnostico de hipertension, diabetes mellitus,
enfermedad vascular periférica y falla renal crénica
en hemodialisis, quien habia recibido vancomicina
previamente para tratar infecciones recurrentes
de Ulceras en miembros inferiores por MRSAYy E.
faecalis. Después de una amputacion, la paciente
desarrollo bacteriemia por MRSA y un absceso
asociado a un injerto arteriovenoso para acceso
de dialisis. El injerto fue retirado y la didlisis se
realiz6 por medio de catéteres temporales
colocados secuencialmente. El sitio de acceso
del tercer catéter mostro signos de infeccidn, por
lo que fue retirado y de la punta se aislaron S.
aureus'y E. faecalis resistentes a vancomicina.
Los mismos microorganismos se aislaron en 2
Ulceras plantares. Después de desbridamiento
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quirdrgico y 14 dias de trimetoprim-sulfametoxazol
mas metronidazol, la paciente fue dada de alta y,
para diciembre de 2002, las ulceras habian
sanado. Los cultivos de las axilas, narinas,
ombligo y recto fueron negativos para VRSAYy no
se aisl6é el microorganismo en ninguno de los
contactos del paciente (61). Dos meses después
se reportd la segunda cepa VRSA (62) en un
paciente de 70 afios residente en Hershey,
Pennsylvania, quien padecia obesidad mérbida y
una Ulcera cronica en el tobillo, en la cual se habia
aislado previamente MRSA y VRE. Sorprendente-
mente, el paciente no habia sido hospitalizado ni
habia recibido vancomicina en los 5 afios previos
(63). El tercer caso de VRSA se reportd en marzo
de 2004 en un paciente hospitalizado en Nueva
York (CIM > 256 pg/ml), que se encuentra
actualmente en estudio por parte de las
autoridades sanitarias (64).

La caracteristica comin de los 3 aislamientos es
la presencia del fenotipo VanA, que confiere
resistencia a vancomicina mediante la sustitucion
del extremo D-Ala-D-Ala del monémero de
peptidoglicano por D-Ala-D-Lactato, cuya afinidad
por el antibidtico es 1.000 veces menor que la del
monomero silvestre. La resistencia esta mediada
por un complejo de genes: vanS, vanR (genes
reguladores), vanA, vanH, vanX (genes efectores).
La proteina VanS se autofosforila en presencia
de vancomicina y transfiere el grupo fosfato a
VanR, que es un factor de transcripcion para los
demas genes. VanX es una dipeptidasa que
hidroliza los residuos D-Ala-D-Ala para que no se
incorporen a la pared celular blancos susceptibles
a vancomicina. VanA cataliza la formacion de D-
Ala-D-Lactato y VanH, una alfa-cetoacido
reductasa que se encarga de aportar el D-lactato
necesario (65). El andlisis molecular del primer
aislamiento revel6 la presencia de un plasmido
conjugativo en el cual estaba integrado el gen
vanA (66), con 100% de homologia con la
secuencia prototipo aislada en VRE, el transposon
Tn1546, demostrandose asi la transferencia
interespecies de este determinante de resistencia,
gue ademas es transferible a otras cepas de S.
aureus. El analisis del segundo aislamiento (67)
mostré igualmente la presencia del transposén
Tn1546, pero con algunas secuencias truncadas,
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lo que podria explicar el menor nivel de resistencia
de esta cepa (CIM 32 pg/ml vs. 1024 pg/ml del
primer aislamiento).

Conclusiones

Las cepas VISA y hVISA han desarrollado un
mecanismo de resistencia completamente nuevo,
consistente en el atrapamiento de la vancomicina
en la pared celular bacteriana, por el cual el
antibiético retiene su estructura y actividad
bioldgica, pero pierde la disponibilidad para
interactuar con el blanco molecular. Adicionalmente,
las observaciones sobre el caracter reversible del
fenotipo resistente y la disminucién de fitness que
acarrea laresistencia han llevado a autores como
Hiramatsu (58) a postular la dinamica hVISA-VISA
como una estrategia evolutiva que le permite a S.
aureus adaptarse en ambientes con alta presién
de antibiéticos (en este caso glicopéptidos),
manteniendo un equilibrio entre la supervivencia
de la cepa y el alto costo biolégico de la
resistencia. Esta disminucion de la adaptabilidad
evolutiva de las cepas VISA es probablemente la
razon por la cual no se han diseminado, pero la
acumulacion de mutaciones adicionales que
compensen tal desventaja evolutiva es una
posibilidad latente, como se ha evidenciado en el
caso de E. coliy Mycobacterium tuberculosis
resistentes a estreptomicina, las cuales, después
de sufrir un déficit inicial en la velocidad de
crecimiento, llegan a igualar o incluso superar a
sus contrapartes sensibles tras un periodo de
replicacion en medio libre de antibiético (68). De
otro lado, la presiéon continua de los antibidticos y
la coexistencia de microorganismos que con
frecuencia creciente portan mecanismos de
resistencia transferibles y mas eficientes (Entero-
coccus spp.) han hecho inevitable la aparicion de
las cepas VRSA, escasas hasta la fecha, pero
con un peligroso potencial de diseminacion.

Finalmente, aunque la resistencia a vancomicina
en S. aureus es una realidad, la situacién hasta
ahora no es tan critica como se pronosticaba (69),
ya que las cepas encontradas no son
panresistentes y, de hecho, han sido tratadas
exitosamente con antibiéticos de amplio uso
clinico como trimetoprim-sulfametoxazol, o recién
aprobados, como linezolid. Ademas, estas cepas
son susceptibles a casi todos los antibi6ticos
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desarrollados recientemente contra cocos Gram-
positivos, incluidos quinupristina/dalfopristina,
daptomicina, oritavancina y tigeciclina. Sin em-
bargo, es de suma importancia implementar
estrategias rigurosas de monitorizacién para
detectar y tratar rpidamente nuevos aislamientos,
aplicar medidas adecuadas de barrera para evitar
la diseminacidn, e insistir incansablemente en el
uso prudente de los antimicrobianos (70).
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