BIOTEKNOLOGI

Bakterier deler gener |
kampen mod antibiofika

Evolutionen har udrustet bakterierne med et bredt arsenal af
mobile resistensgener. Ny forskning tyder dog pd, at der er
greenser for spredningen af resistens.
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Antibiotikaresistens er et stigende problem i behandlingen af
infektionssygdomme. Imens vi desperat leder efter nye anti-
biotika, opruster bakterierne. Selvom bakterierne er hurtige
til at udvikle og dele deres resistensgraenser, er der heldigvis
genetiske barrierer for, hvor meget generne kan sprede sig. En
bedre forstdelse af disse barrierer kan benyttes til vores fordel.
Antibiotika er uden tvivl et af medicinalindustriens stgrste be-
drifter. Banale infektioner, som f@r var fatale, kan nu behandles
nemt og billigt uden de store bivirkninger. Siden Alexander
Flemmings opdagelse af penicillin i 1929, er mere end 150
forskellige antibiotika blevet introduceret, og forbruget af
antibiotika er fortsat stigende [1]. Stgrstedelen af de antibiotika
vi bruger i dag, blev udviklet i de fgrste artier efter Alexander
Flemmings opdagelse, men introduktionen af nye antibiotika er
faldet drastisk siden. Denne stilstand i opdagelsen af nye anti-
biotika begyndte omkring 1970, hvor mange var overbeviste
om, at vi havde vundet kampen imod bakterierne. Man brugte
antibiotika rundhandet til bade mennesker og dyr, fordi man pa
davarende tidspunkt ikke kunne forestille sig, at resistensevolu-
tion hastigt ville ggre disse stoffer virkningslgse [2].

I dag ved vi, at vores forbrug af antibiotika har bevirket en
hastig berigelse af antibiotikaresistente bakterier, som truer
med at bringe vores sundhedssystem tilbage til for Alexan-

der Flemmings tid. Vi oplever et stigende antal tilfelde af
infektioner forarsaget af multiresistente bakterier, hvor mu-
lighederne for effektiv behandling er sterkt begraensede. I en
nylig rapport fra den britiske regering vurderes det, at antibio-
tikaresistens vil koste 10 millioner menneskeliv arligt i 2050,
hvis ikke vi ggr noget ved problemet. Dette er flere dgdsfald
end kreaft og diabetes forarsager tilsammen i dag [3].

Antibiotikaresistens er

oldgammelt og findes overalt

Langt de fleste antibiotika oprinder fra naturprodukter, som
produceres af bakterier eller skimmelsvampe. Derfor har bakte-
rier sandsynligvis veret eksponeret til antibiotika i naturen,
leenge fgr mennesket tog det i brug til behandling af sygdomme
[4]. I den tid har bakterierne opbygget et bredt arsenal af for-
svarsmekanismer. Man har f.eks. fundet gener, som koder for
antibiotikaresistens i 30.000 ar gammel permafrost og i klippe-
huler, som aldrig f@r har veret i kontakt med mennesker [4,5].
Vi og andre forskningsgrupper har ved hjelp af moderne DNA-
sekventeringsteknikker, dokumenteret den rige udbredelse af
resistensgener i jord, spildevand og vores egen tarmflora [6-8].
Dette satter os i stand til at identificere resistensgener uden
ngdvendigvis at dyrke bakterierne i laboratoriet fgrst. Tilmed
er DNA-sekventering ved at blive sa billig og lettilgangelig, at
det snart vil kunne anvendes direkte af laeger til at opna hurtig
viden om hyppigheden af resistensgener i for eksempel tarmflo-
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Figur 1. Funktionel selektion og sekventering af antibiotikaresistensgener fra miljget. Farst ekstraheres DNA fra det miljg, som gnskes un-
dersggt. Herefter fragmenteres DNA'et til mindre stykker, som indscettes i en kloningsvektor og overfgres til bakterier i laboratoriet. Disse
bakterier kan nu udfordres med forskellige antibiotika og kun dem som tilfceldigvis har modtaget et resistensgen, vil overleve. P& den
madade kan man selektere og efterfalgende sekventere den fraktion af den samlede moengde DNA fra et givent miljg, som potentielt kan

give antibiotikaresistens i sygdomsfremkaldende bakterier.
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Figur 2. Plasmider kan bcere pé& flere forskellige resistensgener og sprede sig mellem bakterier. Den hyppigste méde, hvorpd bakterier
kan opnd multiresistens, er ved at modtage et plasmid fra andre bakterier i ncerheden. Denne overfgrsel sker igennem en proteinkanal,
som plasmidet selv koder for (1). Plasmidet kan udirykke gener, som giver bakterien resistens via forskellige mekanismer. Enzymatisk
modifikation af den struktur, eksempelvis ribosomet, som antibiotikummet rammer i cellen, forhindrer stoffet i at binde og giver derved
resistens (2). En aof de hyppigste resistensmekanismer, som spredes af plasmider, er enzymer, som neutraliserer antibiotika ved enten

at modificere eller nedbryde det (3). En anden udbredt mekanisme er aktiv udpumpning af antibiotikummet fra cellen, séledes at det
aldrig nér at binde til sit maél (4). Dette kan ogsé& opnds via regulatoriske proteiner, der f.eks. opregulerer cellens egne pumpesystemer

(5). Hvis antibiotika rammer et vigtigt enzym, som bidrager til cellens metabolisme, kan plasmider ogsé udtrykke “erstatningsgener”,
som varetager samme metabolske funktion, men ikke inhiberes af antibiotikamolekylet (6).

raen hos patienter, for saledes at kunne individualisere antibio-
tikabehandlingen [9].

Kun en brgkdel af resistensgener

i miljget skaber problemer hos mennesker

Pa trods af den store mangfoldighed af resistensgener i natu-
ren er vores viden om miljget, som et potentielt reservoir for
resistensgener, stadig begraenset. Mange bakterier, som ikke
normalt er associeret med mennesker eller hospitaler, har resi-
stensgener, som ligner dem, vi kender fra de bakterier, der ggr
os syge. Heriblandt er for eksempel Stafylokokker (herunder
MRSA), Escherichia coli og Klebsiella pneumonia. Det er dog
langt fra alle resistensgener i miljget, som skaber problemer pa
hospitalerne. En nyttig metode til at identificere de gener, som
er i stand til at give resistens i klinisk relevante bakterier, er ved
sakaldt funktionel genetisk selektion, figur 1. Her indsetter vi
sma bidder af DNA fra miljget i en ny bakterie, som efterfgl-
gende udfordres med forskellige antibiotika under kontrollerede
laboratorieforhold. Disse undersggelser har fgrt til opdagelsen
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af talrige funktionelle resistensgener i miljget [10]. Disse resi-
stensgener kan overfgres til sygdomsfremkaldende bakterier og
ggre dem resistente, men ofte sker dette ikke. Derfor tyder det
pé, at der er andre barrierer end funktionalitet for spredningen
og fiksering af resistensgener i de bakterier, man bekymrer sig
om pa hospitalerne.

Delbare DNA-molekyler er afggrende

for spredningen af resistensgener

Hvordan flytter resistensgener sig fra miljget til de bakterier,
der ggr os syge? Den mest udbredte mekanisme er via cir-
kulere DNA-molekyler kaldet plasmider - en slags delbare
genetiske vaerktgjskasser. Plasmider eksisterer uafthaengigt af
bakteriens kromosom og kan ses som en slags parasitter, som
typisk ogsa barer pa gavnlige gener for bakterien; for eksem-
pel antibiotikaresistens, figur 2. Herudover udnytter mange
plasmider vertsbakteriens ressourcer til at lave en tunnel, som
gor dem i stand til at sprede sig til andre bakterier i nerheden.
Da plasmider kan have mange resistensgener pa én gang, er de p
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Figur 3. Plasmid med 11 antibiotikaresistensgener. Det 73.152
basepar store multiresistensplasmid er isoleret fra en Klebsiella
pneumoniae bakterie, fundet i en patient pé Hvidovre Hospital.
Udover resistensgener beerer plasmidet ogsé pé& gener involveret
i dets replikation, overfgrsel og stabilitet.

ofte skyld i multiresistens hos bakterier. For eksempel findes
der plasmider hos nogle bakterier, der giver resistens over for
sa mange antibiotika, at bakterier med disse plasmider stort set
ikke kan behandles leengere [11]

Vi har arbejdet med et plasmid, der barer pa 11 forskellige
resistensgener, figur 3, og som er i stand til at overfgre sig til
mange forskellige arter af sygdomsfremkaldende bakterier
[11]. Her opdagede vi, at bakterier kan reagere vidt forskel-
ligt pa at modtage et nyt plasmid. Nogle bakterier bliver sa
hardt belastede af det fremmede DNA, at de hurtigt smider
det vk igen og derved ogsa mister fordelene ved plasmidets
resistensgener. En sadan tendens virker umiddelbart lovende,
men desverre sa vi ogsa, at plasmidet kunne tilpasse sig til
en ny vert og overleve i meget lengere tid. Heldigvis var det
ikke alle bakterier, plasmidet nemt kunne tilpasse sig til, og
nogle bakterier var derfor mindre tilbgjelige til at beholde
deres resistensgener, nar antibiotika ikke var til stede. Den
hyppigste made plasmidet tilpassede sig pa, var ved at fjerne
de gener, som er involveret i plasmidets overfgrsel mellem
bakterier. Det vil sige, at selvom plasmidet blev mere stabilt
i én veertsbakterie, var det pa bekostning af dets evne til at
sprede sig til nye bakterier.

Vi ma forstd spredningen af resistens,

hvis vi vil forhindre den

Hvis vi vil resistens til livs, handler det i hgj grad om at
styre vores forbrug af antibiotika. Dog kan vi ikke regne
med, at de gener, som allerede findes i mennesker, og f.eks.
dyrehold i landbruget, forsvinder af sig selv, hvis vi mind-
sker brugen af antibiotika [12]. Hvor antibiotikaforbruget
hos mennesker er af afggrende betydning, tyder nyere forsk-
ning pa, at de miljger som udsettes for antibiotika, f.eks.
landbrugsdyr og spildevandsanleg, kun er problematiske,
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hvis resistensgenerne nemt kan spredes mellem miljg og
mennesker [7,13].

Vores ultimative mal er at kunne forudsige risikoen for, at

nuvarende og nye resistensgener skaber problemer i fremti-
den. I gjeblikket arbejder vi pa at forsta de faktorer, som har
betydning for spredningen og overlevelsen af resistens i miljg
og mennesker. Selvom vores resultater tyder pa, at bakterier
foretraekker nogle typer af resistensgener frem for andre, sé er
specielt den genetiske kontekst generne befinder sig i vigtig for,
om genet nogensinde finder vej til en bakterie, som ggr os syge.
Her spiller plasmider en stor rolle, fordi resistensgenets fremtid
i hgj grad afhanger af plasmidets evne til at tilpasse sig nye
vartsbakterier.

Hyvis vi vil forhindre spredningen af resistens, bliver vi

ngdt til at forstd de vigtigste evolutionaere mekanismer, som
kommer i spil, nar bakterierne deler DNA som plasmider.
Denne viden vil kunne inddrages, néar nye antibiotika skal
udvikles, fordi vi pd den made kan undvige de resistensmeka-
nismer, som er nemmest for bakterierne at dele med hinanden.
Et andet potentiale i at kende de afggrende mekanismer for
spredningen af resistens er, at vi kan begynde at udvikle lege-
midler, som rammer spredningen af resistensgenerne frem for
bakterien selv. F.eks. vil de proteinstrukturer, som plasmider
anvender til at replikere, stabilisere eller overfgre sig selv
med, kunne fungere som mal for nye leegemidler, der poten-
tielt kan ggre gamle antibiotika anvendelige igen og forlenge
levetiden af nye antibiotika.
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