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Resumen

Los glicopéptidos (vancomicina y teicoplanina) constituyen una alternativa terapéutica en el
tratamiento de infecciones severas por cepas de S. aureus resistentes a meticilina. Sin embargo, ya
se han descrito dos mecanismos de resistencia en S. aureus: resistencia de bajo nivel, caracte-
rizada por un engrosamiento anormal de la pared celular, presente en las cepas VISA y, resisten-
cia de alto nivel mediada por el operéon vanA, que provoca la sustitucion de los residuos termi-
nales D-ala-D-ala por D-ala-D-lac, disminuyendo su afinidad por el antibi6tico. Esta revision resu-
me la historia de la aparicion de la resistencia a glicopéptidos en S. aureus y considera los mecanis-
mos que determinan la resistencia en estos organismos como base para comprender la necesidad y
los potenciales roles de nuevos agentes de esta clase.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, glicopéptidos, vancomicina, teicoplanina, meca-
nismos de resistencia.

Abstract

Glycopeptides (vancomycin and teicoplanin) are an alternative therapeutic in the treatment
of severe infections by methicillin-resistant S. aureus strains. However, two resistance mecha-
nisms of S. aureus have already been described: low-level resistance, characterized by an ab-
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normal thickening of the cellular wall, present in the VISA strains, and high-level resistance,
mediated by the vanA operon, which causes the replacement of D-ala - D-ala terminal residues by
D-ala-D-lac, decreasing its affinity for the antibiotic. This review summarizes the history of the
emergence of glycopeptide resistance in S. aureus and considers the mechanisms that determine
the resistance in these organisms as a background for understanding the need and potential roles

of new agents of this kind.
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mechanisms.

Introduccion

Los glicopéptidos (vancomicina y teico-
planina) constituyen las principales alternati-
vas terapéuticas de las infecciones sistémicas
por S. aureus resistente a meticilina (SAMR);
sin embargo, no todas las infecciones compro-
meten la vida y los antibi6ticos orales proveen
un modo alternativo de terapia, particular-
mente cuando se requiere la administracion
de terapia prolongada, como por ejemplo, en
presencia de material prostésico (1).

La vancomicina ha sido la droga de elec-
cion durante los ultimos 30 anos para el tra-
tamiento de las infecciones por SAMR. La
aparicion de cepas con susceptibilidad dismi-
nuida a este antibidtico, representa un pro-
blema clinico significativo con muy pocas op-
ciones terapéuticas (1, 2).

La vancomicina, descubierta en 1956 y
aprobada por la Administraciéon Federal de
Alimentos y Drogas (FDA) en 1958, es un an-
tibidtico polipeptidico, relativamente grande
(con un peso molecular de 1.485,70; obteni-
do de Nocardia orientalis (Streptomyces
orientalis, Amycolaptosis orientalis). Este
antibiotico no interacta ni bloquea ninguna
de las enzimas que intervienen en la sintesis
del peptidoglucano, como lo hacen los
B-lactamicos; sino que bloquea fisicamente el
sustrato mas importante para la maquinaria
de sintesis de la pared celular, como son los
residuos D-alanina-D-alanina (DDR) del li-
pido precursor II. En consecuencia, inhibe el
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empleo del sustrato por la glicosiltransferasa
(enzima de sintesis de la pared celular) para
producir la cadena naciente de peptidogluca-
no (3, 4). Sin embargo, ademas de estos resi-
duos que constituyen el blanco de la vanco-
micina, el peptidoglucano de la pared celular
de S. aureus posee cerca de 6,0 x 10® DDRs
(5) a los cuales puede unirse el antibidtico,
mientras penetra la capa de peptidoglucano.
Por lo tanto, los residuos de la pared celular
pueden actuar como falsos sustratos para la
vancomicina, haciendo a la droga ineficiente
en términos de mantener concentraciones
eficaces alrededor de sus blancos (6).

La teicoplanina es otro de los antibi6ticos
glicopéptidos, descubierto en 1978, difiere de la
vancomicina de varias maneras. En primer lu-
gar, hay aminoacidos aromaticos en posiciones
1y 3, en contraste con los aminoacidos alifati-
cos presentes en vancomicina. La segunda di-
ferencia es que en lugar de un disacarido que
contiene vancosamina, la teicoplanina contie-
ne un acido graso adjunto a la glucosamina que
se une a su vez a la estructura peptidica central.
Esta cadena lateral de 4cidos grasos, se cree
que contribuye a la actividad antimicrobiana,
proporcionando un medio de anclaje de la mo-
lécula a la membrana celular bacteriana (7).

Mecanismos de Resistencia
a Vancomicina

Se desconoce el mecanismo verdadero
de la resistencia a la vancomicina en S. au-
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reus. Sin embargo, se han identificado dos
formas de resistencia en S. aureus: resisten-
cia de bajo nivel (observada en las llamadas
cepas VISA, S. aureus intermedias a vanco-
micina) y de alto nivel (presente en cepas
vancomicina resistentes (SAVR) (8, 9).

Resistencia de alto nivel: Se ha identi-
ficado un transposén que porta los genes de re-
sistencia a vancomicina en enterococos (10).
En presencia de vanA, el transposéon Tni546
de los enterococos puede reemplazar el DDR
del peptidoglucano por D-ala-D-lactato, previ-
niendo asi, la unién a la vancomicina (11).

Desde la aparicion de resistencia a van-
comicina en enterococos en 1988 y la demos-
tracion in vitro, en 1992 de que esta resisten-
cia, debida a los genes vanA y vanB, era
transmisible a otras especies bacterianas in-
cluyendo S. aureus, la posible aparicion de
resistencia entre cepas SAMR ha sido motivo
de preocupacion (11).

En el afio 2002, dos cepas altamente re-
sistentes a vancomicina de S. aureus fueron
detectadas en pacientes en USA. Dichas ce-
pas tenian Concentraciones Inhibitorias Mi-

Cepa de estafilococo sensible a vancomicina

- D-ala- D-ala

Cepa de estafilococo resistente a vancomicina

- D-ala-D-Iac *

D-ala

D-ala-D-ala
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nimas (CIMs) a vancomicina de 1024 y 32
mg/ml y adquirieron el transposén Tni546 a
partir de una cepa de enterococos resistente a
vancomicina (EVR) coexistente (12).

Hasta la fecha, 3 cepas de SAVR (S. au-
reus vancomicina resistente) han sido aisla-
das de pacientes en USA (13). Las cepas de S.
aureus son resistentes a vancomicina debido
a la adquisicion del operon vanA a partir de
enterococos resistentes a este antimicrobia-
no. El operén vanA permite la sintesis de un
precursor anémalo de la pared celular, cuyo
extremo terminal es D-ala-D-lac en vez del
D-ala-D-ala habitual. Este nuevo dipéptido
reduce dramaticamente la afinidad por el an-
tibidtico. En presencia de la droga, se sinteti-
za el nuevo precursor de la pared, permitien-
do que continte el ensamblaje del peptido-
glucano (9) (Figura 1).

El plasmido enterococico que contiene
vanA codifica también una feromona sexual
sintetizada por S. aureus, lo que representa
un potencial facilitador para la transferencia
por conjugacion. Estos aislamientos SAVR
expresan resistencia completa, con CIMs de

* Inhibicion de la
sintesis de la pared

celular
Vancomicina

Continuacion de la
sintesis de la pared
celular
Vancomicina

Figura 1. S. aureus: Mecanismo de resistencia a vancomicina en cepas SAVR (9).
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> 128 pg/ml. La sintesis de D-ala-D-lac se
produce sblo con la exposicion a bajas con-
centraciones de vancomicina. Como resulta-
do, las demandas biosintéticas adicionales
son limitadas y las cepa SAVR encajan ecolo-
gicamente (9). Este ajuste ecologico, la posi-
bilidad de que el intercambio de este plasmi-
do se produzca mas frecuentemente (debido
a la creciente colonizacion de pacientes con
SAMR y enterococos resistentes), y la resis-
tencia de estas cepas a todos los -lactamicos
y glicopéptidos incrementa la probabilidad
que las cepas SAVR se hagan rapidamente
mas frecuentes (3, 8, 9, 14).

Resistencia de bajo nivel: En el caso
de las cepas VISA; sin embargo, ni el gen vanA
ni sus homologos han sido detectados (15, 16).
En su lugar, se observo una modificacion en la
fisiologia celular debido a la acumulacion de
mutaciones implicadas en su resistencia (16-
18). Se han reportado alteraciones de la expre-
sion de genes, tales como: pbp2 , pbpD (19),
sigB (20, 21), ddh, icaA (22) y vraSR (23); sin
embargo, ninguno de estos genes ha podido
ser relacionado especificamente con la resis-

Proceso de Sintesis de la pared celular
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tencia a vancomicina. Estudios realizados
por microscopia electronica demuestran que
todas las cepas VISA tienen en comun, un en-
grosamiento de la pared celular (6, 24-26),
por lo tanto, existe consenso en relaciéon a
que esta caracteristica es responsable de la
resistencia a este antibi6tico (6), al disminuir
el coeficiente de difusion de la penetracion de
la droga a través de las capas de peptidoglu-
cano de la pared celular (6); ademas, produce
el amontonamiento de moléculas de vanco-
micina unidas a la pared, lo cual podria suge-
rir una correlacion significativa entre el gro-
sor de la pared celular y el nivel de resistencia
a vancomicina (27).

La Figura 2 muestra el mecanismo de
resistencia molecular propuesto para cepas
VISA. Al parecer estas cepas son aisladas de
poblaciones heterogéneas de cepas vanco-
micina resistentes. Las cepas VISA sinteti-
zan cantidades adicionales de peptidoglu-
cano con incremento en el ntimero de resi-
duos D-ala-D-ala que se unen a la vancomi-
cina, evitando que el antibi6tico alcance su
sitio de accion en la pared celular (9).

Sitios de acceso del glicopéptido a la

Osintesis de la pared celular

Pared
celular

Membrana celular

Precursor de la pared celular
con D-ala-D-alaterminal

D-gla  D-agla  terminal  no
entrecrzado con el
peptidoglucano  de la pared
celular

D-ala terminal no entrecruzado
con el peptidoglucane de la
pared celular

Figura 2. S. aureus: Mecanismo de resistencia a vancomicina en cepas VISA(9).
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Las cepas VISA poseen una CIM a
vancomicina de 8—16 pug/ml (14). También
se ha detectado una etapa pre-VISA de re-
sistencia, heterogéneamente resistente.
Las cepas hetero-resistentes siguen siendo
susceptibles a la vancomicina, pero contie-
nen subpoblaciones resistentes. Los aisla-
mientos VISA son seleccionados de las
subpoblaciones resistentes debido a la ex-
posicion a vancomicina (3, 8, 9, 14). La re-
ducida susceptibilidad al antibi6tico apa-
rece como resultado de cambios en la bio-
sintesis del peptidoglucano. Las cepas
VISA se caracterizan por la sintesis de no-
tables cantidades adicionales de peptido-
glucano que resulta en forma irregular, en
un engrosamiento de las paredes celula-
res. Se produce también una disminucién
del entrecruzamiento de las hebras de pep-
tidoglucano, que conduce a la exposicion
de méas residuos D -ala-D —ala; lo que con-
lleva a la presencia de cantidades reduci-
das de L-glutamina disponibles para la
amidacion del D-glutamato en el puente
pentapéptido. Como resultado, hay mas
residuos D -ala-D -ala disponibles para en-
lazar y atrapar el antibi6tico. A continua-
cion, la vancomicina enlazada actia como
un impedimento para las nuevas molécu-
las de antibiotico que llegan a su destino
en la membrana citoplasmatica (8, 9).

La cromatografia liquida de alta presion
(HPLC) proporciona una prueba mas de este
novedoso mecanismo de resistencia que
muestra que grandes cantidades de vancomi-
cina quedan atrapadas en el peptidoglucano
anormal (3, 8, 9, 14). De hecho, se ha demos-
trado que se puede recuperar vancomicina
intacta a partir de las paredes celulares de ce-
pas VISA, lo que indica que el antibio6tico no
es desactivado, sino simplemente secuestra-
do por la bacteria. Ademas, las paredes celu-
lares alteradas parecen tener una afinidad re-
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ducida para vancomicina, como objetivos so-
lubles son capaces de enlazar mas antibidtico
en presencia de aislamientos de vancomina
resistentes (7, 8).

En 1997, la primera cepa MU3, con sus-
ceptibilidad reducida a vancomicina y teico-
planina, fue reportada en Japon, seguida de
MU50 (5). Las cepas VISA (intermedias a
vancomicina) han sido reportadas a nivel
mundial: USA (28); Francia (29); Corea del
Sur (25); Reino Unido (30, 31); Surafrica
(32), Brasil (26), Grecia (33), Alemania (34) y
China (35). Cepas de S. aureus con resisten-
cia intermedia heterogénea (hVISA) han sido
reportadas en varias partes del mundo (6).

La resistencia a vancomicina en S. au-
reus es dificil de definir principalmente debi-
do a problemas metodologicos en su detec-
cién en el laboratorio clinico microbiologico
(2, 8, 36). La prueba de difusion del disco,
usando el disco estandar de 30 ug, frecuente-
mente falla al clasificar erroneamente aisla-
mientos con susceptibilidad intermedia
como completamente susceptibles, por lo
que no se debe utilizar este método. Los mé-
todos automatizados también tienen limita-
ciones en este sentido. Las cepas VISA no son
confiablemente distinguidas de las sensibles
por estos métodos. En la actualidad, la deter-
minacién de la concentracion inhibitoria mi-
nima, por dilucién en caldo o agar, constitu-
yen el gold standard para la determinacion
de susceptibilidad a vancomicina; sin embar-
go, estos métodos no estan disponibles para
uso rutinario en los laboratorios (37).

Hasta la fecha no existen métodos es-
tandarizados para la deteccion de VISA o
hVISA, por lo que se ha propuesto el perfil de
analisis poblacional (PAP) como un método
de screening. Recientemente, el criterio del
area PAP bajo la curva (AUC) para la deter-
minacion de la resistencia a vancomicina es
utilizado con radios PAP-AUC < 0,90 para S.
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aureus sensible a vancomicina (VSSA); 0,90
— 1,30 para hVISA y = 1,3 para VISA (37).

Como se mencion6 previamente, el me-
canismo de resistencia en cepas VISA no esta
asociado con la existencia de ningiin gen y ha
sido objeto de investigacion exhaustiva. Se
han observado varias alteraciones fenotipi-
cas en cepas VISA, que incluyen: colonias pe-
quenas, tasas de crecimiento menores, dia-
metros celulares mayores, engrosamiento de
la pared celular, incremento en la sintesis de
la pared celular, incremento en la incorpora-
cion de N-acetil-glucosamina y disminucion
de la sensibilidad a lisostafina (6).

Muchos reportes implican al gen mecA
en el desarrollo de resistencia a vancomicina
en cepas SAMR. Adhikari y cols. refieren que
la adquisicion de resistencia a vancomicina
en cepas SAMR estéa relacionada con la dele-
cion de mecA, sugiriendo que esta delecion
acoplada con otros re-arreglos, puede ser res-
ponsable del incremento en el fenotipo de re-
sistencia a vancomicina (38).

Analisis de hibridacion gen6mica com-
parativa revelaron la supresion especifica de
un segmento de 1,8kb que abarca dos mar-
cos abiertos de lectura adyacentes (ORFs)
de funcion desconocida en un revertante tei-
coplanina-susceptible (Cepa 14-4rev) en
comparacion con la secuencia de su cepa pa-
rental isogénica, teicoplanina resistente
(Cepa 14-4). Este hallazgo provocador re-
quiere realizar un analisis genético detalla-
do de la contribucion de este segmento ge-
noémico a la resistencia a glicopéptidos. A pe-
sar de reiterados esfuerzos en el laboratorio,
14-4 y 14-4rev se han mostrado refractarias
a la mayoria de las manipulaciones genéti-
cas. Para sortear esa dificultad, se evalu6 la
contribucion de ambos ORFs (designados
como factores trfAy trfB de resistencia a tei-
coplanina) sobre la resistencia a este anti-
bidtico en un contexto diferente, genética-
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mente manejable. Analisis genéticos mos-
traron que mutaciones trfA y/o trfB simples
o dobles abolieron la resistencia a teicopla-
nina en dos descendientes resistentes, inde-
pendientes, derivados de la cepa NCTC8325
ISP794 generados por pasajes en medios
con el antibiotico. La frecuencia de mutan-
tes resistentes disminuyé marcadamente
por la ausencia de trfAB en la cepa ISP794
teicoplanina-susceptible. Sin embargo, una
baja tasa de mutantes resistentes a teicopla-
nina fue seleccionada de ISP794 trfAB, lo
que indica una contribucion adicional de
factores adicionales independientes de
trfAB en la aparicion de la resistencia de
bajo nivel a glicopéptidos. Atin més, se ha re-
portado que la mutacion en trfAB podria
afectar no solo la resistencia a teicoplanina,
sino también a vancomicina y oxacilina (4).

Nuevos glicopéptidos

Modificaciones en la estructura quimica
de los glicopéptidos naturales han conducido
al descubrimiento de una serie de compues-
tos con marcada actividad contra organismos
grampositivos multirresistentes, incluyendo
SAMR y EVR. Entre estos se encuentran los
llamados lipoglicopéptidos: oritavancina,
dalbavancina y telavancina (7).

Dalbavancina (Zeven®, Pfizer, Inc):
La dalbavancina (B1 397) es un glicopéptido
semi-sintético derivado de la teicoplanina; de
la que difiere por la presencia de un acido
acil-amino-glucuronico en lugar de un susti-
tuyente acil-glucosamina y, por una cadena
lateral alifatica (dimetil-aminopropilamina)
unida al nucleo del péptido. Es méas potente
que los glicopéptidos originales (vancomici-
na y teicoplanina) contra los estafilococos;
sin embargo, no es mejor que la teicoplanina
frente a EVR. Hasta la fecha no se ha reporta-
do resistencia a este farmaco (7).
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Telavancina (Theravance, Inc): es un
lipoglicopéptido estructuralmente similar a
la vancomicina. Posee el mismo ntcleo glico-
péptido que la vancomicina; pero ademas,
contiene una cadena lipofilica lateral (fosfo-
nometil aminometil), la cual hipotéticamen-
te, incrementa el anclaje del antibi6tico en la
membrana celular, favoreciendo la afinidad
por el lipido II; mientras que la fraccion po-
lar, mejora las caracteristicas farmacocinéti-
cas de la droga (absorcion, distribucion, me-
tabolismo y excrecion renal) (7, 39).

Es un antibiotico rapidamente bacterici-
da, su efecto es dependiente de la concentra-
cion y tiene una potente actividad contra pato-
genos grampositivos clinicamente importan-
tes, tales como: estafilococos (incluyendo ce-
pas SAMR, hVISA y VISA) y estreptococos. Su
modo de accion es multiple. En un mecanismo
similar al de vancomicina; pero 10 veces méas
potente, inhibe la sintesis de la pared celular
mediante uniones fuertes con la estructura
central aglicona D-alanina-D-alanina del pre-
cursor, lipido I y los intermediarios nacientes
del peptidoglucano; por lo que inhibe la etapa
final de la biosintesis de pared celular (trans-
peptidacion y transglicosilacion). Adicional-
mente, en un mecanismo diferente no com-
partido con vancomicina, la telavancina inte-
ractia con la membrana celular grampositiva
para producir cambios en el potencial de
membrana y alterar la permeabilidad celular.
No se han reportado cepas resistentes a este
antibidtico (7, 39).

Oritavancina (Targanta Therapeu-
tics, Cambridge, MA, USA): se obtiene por
alquilacion reductiva de la cloro-oeremomi-
cina, un producto natural de fermentacion
de Amycolaptosis orientalis, que difiere de
la vancomicina por la sustituciéon de la van-
cosamina de la mitad disacarida por epivan-
cosamina. Posee un espectro de accion simi-
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lar a la vancomicina; pero con valores de
CIM consistentemente inferiores a 1 mg/L.
En contraste con la vancomicina, la orita-
vancina dimeriza fuertemente y es capaz de
anclarse dentro de la membrana celular bac-
teriana. Se cree que las interacciones gene-
radas, sean la base para su mayor actividad
antibacteriana (7, 39, 40). Se ha indicado
también que el disacarido sustituido
p-cloro- fenil-bencil podria inhibir la sinte-
sis de la pared celular a nivel de la transgli-
cosilacién; aun en ausencia de la uniéon de
los precursores al depsipéptido (7).

En S. aureus, no se ha observado resis-
tencia, incluso entre cepas VISA; sin embargo,
in vitro, se han obtenido cepas de enterococos
portadoras de los genes vanA y vanB con sus-
ceptibilidad disminuida a este antibi6tico. Los
mecanismos de resistencia incluyen: 1) blo-
queo total de la entrada de precursores D-ala;
2) mutaciones en el sensor Van Sb del cluster
Van B y 3) expresion de vanZ, cuya funcion
precisa es desconocida (7, 39, 40).

Conclusion

La resistencia a la vancomicina en S.
aureus esta empezando a emerger como un
problema clinico, pero la atenciéon que ya ha
recibido sirve para subrayar la seriedad del
problema. Una mejor comprension del mis-
mo sera clave para ayudar a prevenir y tratar
estas infecciones. Si la experiencia pasada
con microorganismos multirresistentes es
un indicador, el problema de S. aureus van-
comicina resistente solo crecera en el futuro.
Sin embargo, una mayor conciencia y el
cumplimiento estricto de las actuales direc-
trices practicas para el uso de la vancomici-
nay las practicas del control de la infeccion
pueden ayudar a limitar el impacto de estos
organismos.
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