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ARTIKEL

Antibiotika og antibiotika-
resistente bakterier

Indledning

Antibiotika har eksisteret siden 1930’erne og har pd flere mader aendret verden. Fer antibiotika
blev opdaget, s& dede mange mennesker af infektioner sdsom lungebetaendelse eller sérinfek-
tion. Opdagelsen af antibiotika i starten af 1900-tallet er faktisk en af de sterste medicinske op-
dagelseriverdenshistorien, og vi froede hermed, at vi havde vundet kampen mod bakterierne.

Desvaerre har vimed antibiotikas succes "sejret ad helvede fil", og det har udviklet sig til et
molekylzert vdbenkapleb mellem bakterierne og os. Et overforbrug af antibiotika til bade dyr
(landbrug og fedevareproduktion) og mennesker har nemlig gjort bakterierne modstands-
dygtige (=resistente) over for medicinen. Derfor er det vigtigt at forske i, b&dde hvordan vi
bremser udviklingen af resistens hos bakterier og samtidig have fokus pé udvikling af nye
typer af antibiofika.

Hvad er antibiotika?

Antibiotika er lszagemidler, som man bruger fil behandling af forskellige bakterieinfektioner
hos mennesker og dyr. Antibiotika draeber eller heemmer bakteriers veekst, men virker ikke
mod virus- og svampeinfektioner.

Der findes forskellige typer af antibiotika med forskellig virkning. Nogle haemmer opbyggelsen
af bakteriernes cellevaeg, andre forhindrer bakterierne i at danne de proteiner, der er nedven-
dige for deres vaekst og andre igen hindrer bakterierne i at opformere deres DNA (replikation)
elleriat leese generne og oversaette dem fil MRNA (transkription). Alle de naevnte processer er
nedvendige for bakteriers overlevelse, sa antibiotika der heemmer disse er meget effektive.

Hvad er antibiotikaresistens?

Antibiotikaresistens er betegnelsen for, at bakterier bliver modstandsdygtige og herved upa-
virkelige over for behandling med det anvendte antibiotikum. Problemet er, at de ikke-resistente
bakterier bliver sldet ihjel og dermed giver en fordel til de resistente bakterier, som udkonkurre-
rer de gavnlige bakterier.

Hvis blot én enkelt bakterie muterer (sendrer sit genetiske materiale) og bliver resistent, sé vil
behandling med antibiotika bevirke, af denne ene bakferie deler sig fil millioner (en population)
af resistente bakterier. Hvis de resistente bakterier samtidig er sygdomsfremkaldende, sé vil
antibiofikabehandling forveerre sygdommen og skabe behov for yderligere behandling.

1 1960’erne begyndte vi at se resistensproblemer, og problemet med resistente eller multiresi-
stente bakterier har veeret stet stigende siden. Der er kendskab fil flere og flere sygdomsfrem-
kaldende bakterier, der er blevet modstandsdygtige over for de eksisterende antibiotika, som
man bruger til behandling af patienter. For eksempel er sygdomme som tuberkulose, gonorré
og visse tarminfektioner blevet svaere at behandle, fordi bakterierne bag sygdommene har
udviklet resistens over for alle de tilgaengelige antibiotika.
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Bakterier kan blive resistente pé flere forskellige méder. De mest udbredte er, at de f&r en mutation, der medferer, at antibiotika ikke le&engere
kan binde sig til det molekyle i bakterien, som det heemmer. En anden mulighed er, at bakterien fra en anden bakterie kan fé overfort et gen, der
koder for et enzym, der enten kan nedbryde antibiotika eller inaktivere det.

Er antibiotikaresistens farlig?

I sig selv er antibiotikaresistens ikke farlig. Men det er naturligvis problematisk, at bakterier bliver modstandsdygtige, fordi det bliver vanskeli-
gere at bekeempe en raekke sygdomme, som vi er blevet vant til at kunne behandle med de nuveerende antibiofika.

Mange antibiotikaresistente bakterier findes i miljeet, i spildevand og i landbrugsdyr. Flere af disse bakterier, kan overferes fra dyr til menne-
sker og medfere sygdom (zoonoser) - de mest kendte er salmonella, campylobacter og methicillinresistente stafylokokker (MRSA).

Det er velkendt, at mennesker, der arbejder med produktionsdyr, ofte bliver smittet med MRSA, som almindeligvis koloniserer grise. Salmonel-
laudbrud spores ogsé ofte til svineked, iseer i for eksempel farsked, der ikke er gennemstegt. Campylobacterinfektioner har hejsaeson i grillpe-
rioden, hvor kyllingeked oftere ikke bliver stegtigennem.

Forskning pa RUC, i molekylaer- og medicinalbiologigruppen

| vores forskningsgruppe pd Roskilde Universitet arbejder vi med forskellige projekter, der omhandler antibiotikaresistens og udvikling af nye
stoffer til behandling af bakterieinfektioner. Nedenfor er nogle eksempler.

Resistensmekanismer

| samarbejde med laeger fra Hvidovre Hospital og Rigshospitalet karakteriserer vi resistensmekanismerne i bakterieisolater fra indlagte pa-
tienter. Vi har blandt andet kortlagt, at udover at bakterier bliver resistente ved at optage nye gener fra andre bakterier og indssette dem i deres
DNA, kan en i forvejen resistent bakterie regulere sin resistens ved af ege (duplikere) eller mindske antallet af resistensgener i DNA'et.

Vihar ved hjeelp af DNA-sekventeringsteknologi fundet flere eksempler pd bakterier fra forskellige patienter, der eger antallet af resistensge-
ner, ndr de udsaettes for antibiotika og seenker antallet igen, ndr vi dyrker dem uden antibiotika (figur 1). Man kan sperge sig selv hvorfor bak-
terien skruer ned for antallet af resistensgener, nar den ikke udsaettes for antibiotika - hvorfor ikke bare altid have et hejt niveau af resistens?
Det skyldes formentligt, at det er meget ressourcekraevende for bakterien at baere pd mange gener. Hvert gen udger en byrde for bakterien,
fordi bakterien skal udtrykke genet og bruge energi pd dette. S@ nar der ikke er brug for et hejt resistensniveau, kan bakterien nejes med et
enkelt eller f& gener. Ved at bibeholde et enkelt eller fa resistensgener s er den stadig i stand til at overleve en antibiotikakur i en patient, den
har gjort syg, og straks opregulere resistensniveauet igen for eget overlevelse. Smart for bakterien, knap sé smart for os.

Vier ved at klarleegge mekanismen for denne helt nye type af regulering af resistensniveauet i bakterier, da vi gerne vil udvikle behandlinger,
der netop mdlretter sig mod denne reguleringsmekanisme. | kan laese mere om vores opdagelse i denne videnskabelige artikel: Hansen et al.,

2019: "Resistance to piperacillin/tazobactam in Escherichia coli resulting from extensive 1S26-associated gene amplification of blaTEM-1".

https://academic.oup.com/jac/article/74/11/3179/5549880

Lavt resistensniveau og hojt resistensniveau Resistensgen Resistensniveau
Figur 1: Udsnit af kromosom i resistent bakterie Lavt

Pa figuren er skitseret, hvordan en sygdomsfremkaldende E. coli bakterie-

stamme kan regulere sit resistensniveau ved at ege eller mindske antallet 1-2 kopier

af resistensgener.

Regulering

Hojt

>180 kopier
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Resistente bakterier kan vaere ekstra sygdomsfremkaldende (virulente)

Klebsiellabakterier er en del af menneskers almindelige tarmflora, men de kan ogsé fremkalde alvorlig sygdom. Klebsiellabakterier er beryg-
tede for at vaere resistente mod mange typer antibiotika, de er sdkaldt multiresistente bakterier. Vi har i vores forskning vist, at udover at veere
antibiotikaresistente, sé har nogle Klebsiellabakterier ogsé en eget evne til at fremkalde sygdom.

Det vi gjorde: Forskellige Klebsiellabakterier med og uden resistensgener blev undersegt for deres evne til at fremkalde infektion (feber) i mus.
Dem som gav feber blev karakteriseret yderlige i laboratorieforseg for at male forskellige virulensegenskaber som for eksempel dedelighed, pro-
duktion af virulensfaktorer (toxiner, adhesiner mm), men ogsd mere resistens over for miljep&virkninger sd som varme (varmeresistente bakterier,
der overlever en maskinvask). Det blev herved vist, at en multiresistent Klebsiellastamme ogsd var den mest virulente bakferie.

Resistensgenerne sidder ofte pa plasmider (sma cirkulzere DNA-stykker) (figur 2), der relafivt let kan flyttes imellem bakterier, og derved spre-
de sig. Forklaringen skyldes ikke, at resistensgenerne i sig selv ger musene mere syge.

Derimod viste det sig, at plasmiderne med resistensgenerne ogsd indeholder ekstra gener, der koder for virulensfaktorer, som sé flyttes rundt
sammen med resistensgenerne, hvilket ger bakterien yderst farlig.

Det viser sig, at flere bakterier har de samme resistensmekanismer. | kan laese mere om dette i disse videnskabelige artikler:

Bojer et al., 2010: "Heat resistance mediated by a new plasmid encoded Clp ATPase, ClpK, as a possible novel mechanism for nosocomial per-
sistence of Klebsiella pneumoniae”. doi: 10.1371/journal.pone.0015467.PMID: 21085699 og

Boll et al. 2017: "Turn Up the Heat-Food and Clinical Escherichia coli Isolates Feature Two Transferrable Loci of Heat Resistance”. doi: 10.3389
fmicb.2017.00579. eCollection 2017.PMID: 28439262

Resistensplasmid

Resistensplasmid
med virulensgener

Figur 2: Skematisk praesentation af plasmider med resistensgener (bld) og virulensgener (red).
En bakterie med et plasmid med resistensgener kan bedre overleve i miljoet med antibiotika, fx i
en patient der modtager en antibiotikakur, hvorimod et plasmid med bade resistensgener og
virulensgener ogsad eger virulensen for bakterien.

Nye antibiotika

Udover at studere resistensomfang og resistensudviklingsmekanismer, s& arbejder vi ogsd med at udvikle fremtidens antibiotika. Vi laver
kemiske varianter, der kan minde om de molekyler, der ofte er laegernes sidste udvej i behandling af resistente infektioner. Men vi leder ogsa
efter helt nye molekyler (figur 3). Molekylerne der fremstilles, bliver aktivitetstjekket i bade flydende kulturer i et sdkaldt MIC-forseg samft i et
diffusionseksperiment, og resultaterne bliver sammenlignet med kommercielle anfibiotika.
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Figur 3: (A) Skematisk praesentation af det antimikrobielle o B
peptid "bovine lactoferricin” med markering af det aktive A

element af sekvensen pad strukturprojektionen (B) lllustrerer

syntetiske varianter, med aendret struktur og pdfelgende Kemisk formel

aktivitet. CrgH113N250438

Drug C

Drug D

Hvordan tester man for antibiotikaresistens?

MIC-veerdien (minimal inhibitory concentration) af et antibiotika er den laveste koncentration af antibiotika, der heemmer synlig veekst af bak-
terien i en vaeskekultur. | MIC-forseget laves en fortyndingsraekke af antibiotikaet, der skal testes, i bakteriemedie. Herefter tilsaettes bakterier til
mediet, og der inkuberes et degn. Aktiviteten af antibiotikaet kan herefter afleeses visuelt (figur 4).

Sammenligner man med et diffusionsforseg kan man ogsé opnd en MIC-bestemmelse, hvis man benytter sig af kommercielle e-strips (figur
5A). E-strips er plastikstrips, der indeholder en praecis dosering af et bestemt antibiotikum. Doseringen er lavet med stigende koncentration fra
bunden og fil toppen af stripsen. Saledes dannes der en koncentrationsgradient (dvs. en kontinuerlig fortynding) af stoffet, nar det diffunderer
udiagarpladen.

Antibiotikaet der diffunderer ud i agarpladen vil resultere i en sakaldt opklaringszone i det omrade, hvor antibiotikakoncentrationen er
tilstraekkelig hej til at heemme bakterievaeksten. Skellet mellem opklaringszone og bakterievaekst beskrives som MIC og kan afleeses direkte i
henhold til koncentrationsmarkeringen pd stripsen.

Man kan ogs@ mdle MIC ved at pdsaette smd papirdiske, der indeholder et antibiotikum (figur 5B). For at afleese denne test skal man male

diameteren af heemningszonen rundt om disken (red streg). Denne mdling skal man sé sammenholde med officielle tabeller og retningslinjer
udgivet af sundhedsmyndighederne i Europa (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing - EUCAST), se tabel 1.
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Som en felge af foreget antibiotikaresistens sd er man begyndt at benytte flere antibiotika i en kombinationsbehandling, ogsd kaldet en "cock-
tail”. Ved en kombinationsbehandling er det vigtigt at reflektere over samspillet mellem de forskellige antibiofika. To antibiotika vil i mange
tilfeelde have en additiv effekt. Men i nogle tilfaelde vil de kunne pévirke hinanden sdledes, at effekten bliver bedre end summen af de fo, altsé
en synergetisk effekt. Ligeledes vil der ogsé teoretisk set vaere mulighed for, at de h&ammer effekten af hinanden. Potentialet ved antibiotika-
cocktails kan ogsé studeres bade ved hjzelp af MIC og diffusionseksperimenter.

Figur 4: lllustrerer aktivitetstestning af 4 nye Drug COI; c. 512 256 128 64 32 16 080 040 020 010 005 Opg/mL
antibiotikakandidater i egende koncentration mod Drug ty p .
den grent pigmenterede bakferie Pseudomonas ¢, Urug type
aeruginosa. Drug A og B har henholdsvis en MIC 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2
pd 0.4 09 25.6 ig/mL, der hvor vaekst af den grent A
pigmenterede bakterie ikke laengere er synlig. Ved Diug A
Drug C er deren 'skipped well’, og afleesningen er g
ikke entydig og belyser behovet for parallelle aflzes- B
ninger. Drug D har en staerkt inhiberende effekt, der
tydelig treeder i karakter fra 6.4 ug/mL, men der kan
ikke fastsaettes en MIC under 51.2 yg/mL. C o o @ o @@ o
Drug B = B
o LOOOOOOLO®
10000 0. OO0,
Drug C -
10000 L
meo | ECOOOOOOOOOO®®
HOOOOOOOOOO®®
o ’

Figur 5: (A) viser E-strips med en gradueret antibio-
tikakoncentration, sGdan at bakteriens felsomhed
kan fastsaettes ved at aflese, hvor pd E-strip veeksten
afvaekstzonen "slutter” (pil). (B) Man kan ogsa mdle
MIC ved at pdseette sma papirdiske, der indeholder
et antibiotikum. For at aflaese denne test skal man
mdle diameteren af haemningszonen rundt om
disken (rod streg).

For at definere om bakterier er resistente eller ej, sa skal den madlte diameter sammenholdes med officielle tabeller udgivet af den Europaeiske
Union (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing - EUCAST), se tabel 1.

Tabel 1. EUCAST's angivelser for antibiotikafelsom-
hed og -resistens ovenfor Pseudomonas aerugino- Antibiotikum Resistent (s mm) Intermedizer (mm) | Sensitiv (S mm)
sa, angivet som diameter af opklaringszone angivet
imm, ved behandling med pdgaeldende antibiotika.
"Resistent” angiver, at bakterien overlever ved Tobra mycin 12< 13-14 15>
tilstedeveerelse af antibiotikummet. "Intermediaer”

angiver, at bakterien nogle gange kan overleve ved
tilstedeveerelse af antibiotikummet og nogle gange Ciprofloxacin 15¢ 16-20 21>
ikke - ofte er det afhaengigt af veekstbetingelserne.
"Sensitiv” angiver, at bakterien ikke kan vokse eller -
dor, ndr antibiotikummet er tilstede. Vancomycin 9< 10-11 122
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