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Sammendrag

En urovekkende gkning i resistensfrekvens, kombinert med feerre lanseringer av nye
antibiotika i senere tid, har gjort undersgkelser av reverseringsmuligheter for
antibiotikaresistens mer aktuelt. Antibiotikaresistens kan forsvinne fra en resistent
bakteriepopulasjon, og identifikasjonen av hvilke faktorer som pavirker hastigheten til denne
prosessen er viktig for design av intervensjoner som framskynder gkning i
antibiotikafglsomhet. | denne oppgaven er reverserbarheten av antibiotikaresistens dreftet pa
bakgrunn av et utvalg tilgjengelig litteratur.

Ved & se pa reverseringsmuligheter pa flere niva, fra molekylargenetiske mekanismer
0g genetiske plattformer, til enkeltbakterier og bakteriepopulasjoner i forskjellige gkotyper er
en av malsetningene a gi en oppdatert oversikt over ulikheter i resistensmekanismer og
reverserbarhet som kan danne en basis for videre studier. Komplementzert til biologiske
sykdomsmekanismer, er prinsipper for reversering pa et samfunnsniva og en skissering av
muligheter for indirekte intervensjoner pa samfunnsplanet tatt med. Farmakologiske
intervensjoner som malrettet reduserer resistens og mulige nye terapistrategier basert pa mer
fininnstilte modifikasjoner av de intrikate samspillene mellom bakterier og mennesker er en
noe av det man kan vente seg mer av fra legemiddelindustrien i tiden framover.

Kvantitative beregninger er inkludert sa langt det er praktisk gjennomfgrbart. Modeller som i
gkende grad tar hgyde for kompleksiteten i interaksjonene mellom bakterielle samfunn og
mennesker/samfunn er primzrt deskriptive, men kan bidra til & gi gode rammer for brukbare
kvantitative modeller, som avhenger av identifisering av konfunderende faktorer og mulig
bias. Kvantitative modeller kan gi svar pa noen av de mest interessante sidene i et lengre
folkehelseperspektiv. To typer system for resistensdynamikk er beskrevet, avhengig av hvor
mye migrasjon mellom bakteriepopulasjoner man kan regne med. | et lukket system (med lite
migrasjon) blir endringen av andelen resistente bakterier over tid avgjort av mengden
antibiotikabruk og seleksjon (konkurransedyktighet med og uten antibiotikaeksponering.)
Genetisk samseleksjon av ubeslektede resistensmekanismer kan gjgre at resistens forblir i en
populasjon, selv uten et direkte seleksjonspress. Der man forventer saktevirkende endringer i
lukkede system, kan apne system endres mye raskere, siden endringene her pavirkes primaert
av resistensprofilen til de bakterier som tilfgres populasjonen. Reverserbarhet av
antibiotikaresistens kan slik sees fra ulike teoretiske stasted, og gitt viktigheten av
antibiotikaterapi i humanmedisin, forblir utfordringen a finne gode og pragmatiske lgsninger

for velferd og sikkerhet.
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Antibiotika: naturlige funksjoner — medisinsk nytte

Historisk sett har infeksjonskontroll utgjort et enormt bidrag til menneskehetens
velferd. En falge av tilgjengeligheten av muligheter til & kurere infeksjoner er at forventet
levealder har gkt betraktelig [1, 2]. | tiden far det fantes antibiotika til behandling av sykdom,
var sjansen for & de en tidlig ded, forarsaket av infeksjoner opp mot 40 % [3] og lidelsene
knyttet til vansirende infeksjoner var store. Fram til i dag er fortsatt infeksjonssykdommer
den starste arsaken for barnedgdelighet [4] og den nest starste arsaken til ded, globalt sett
[5] . Disse tallene settes gjerne i sammenheng med fortsatt utilstrekkelig tilgjengelighet til
brukbare antibiotika i mange deler av verden, men problemet vil bare forverres ytterlig
dersom resistens medferer manglende effekt av de legemidlene som er i markedet i dag. Uten
nye innovasjoner kan vi risikere a ga tom for behandlingsalternativer.

Vitenskapelige paradigmeendringer som en folge av nye muligheter & se” verden, er
ikke uvanlig etter at teknologiske nyvinninger har gitt tilgang til skjulte data.
Mikroorganismer ble farst observert pa 1600-tallet ved hjelp av bedre glasslinser, som satt
sammen til et mikroskop ga Anton van Leeuwenhoek [6] nok forstarring til & titte inn til den
ellers skjulte verdenen, bebodd av “animalcules” ellers kjent i dag som mikroorganismer.
Formuleringen av teorien om at celler er biologiske enheter virket som en dynamo for
utviklingen av den gryende vitenskapen mikrobiologi. Paradigmeendringen som celleteorien®
[6] medferte ble mer og mer akseptert i takt med den gkte utbredelsen av bedre mikroskop.
Kochs postulater gir kriterier for & utelukke tilfeldig tilstedevaerelse [7] av en antatt
sykdomsfremkallende, parasittisk organisme. Ikke alle infeksjonssykdommer kan fylle
kriteriene i Kochs postulater, og flere revideringer er blitt gjort av blant annet Dr. Thomas
Rivers og Dr. Robert J. Huebner [7], som i tillegg ogsa vektlegger andre kilder til
informasjon, blant annet epidemiologiske data og muligheter for tilpasse modeller for
spesielle infeksigse agens. Arssakssammenhengene kan vere vanskelig & pavise dersom
eksponering og sykdom ligger langt fra hverandre i tid. I tillegg til infeksjoner med virus
eller prioner som vanskelig kan isoleres og dyrkes i renkultur er det ogsa faglige utfordringer
med & kartlegge enkelte bakterielle infeksjoners roller i sykdom, eksempelvis borreliose som
er debattert flittig i media.

Utover 1800 — tallet ble flere av grunnpilarene i medisinsk mikrobiologi stgpt. Jacob Henle
og Robert Koch utviklet tidlige konsept for a stadfeste hvorvidt det eksisterer kausale

! Ordet celle ble brukt som biologisk betegnelse farst av Robert Hooke i "Micrographia’ utgitt i lgpet av siste
halvdel av 1600-tallet.
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sammenhenger mellom en antatt sykdomsfremkallende bakterie og den aktuelle sykdommen
[8]. Andre pionerer fra 1800 — tallet inkluderer skikkelser som Louis Pasteur. Han gjorde
banebrytende arbeid med de farste kjente vaksinene, og etablerte metoder som gker
lagringsmuligheter av ferskvarer ved varmebehandling, en prosess som fortsatt peker tilbake
pé innovateren: ’pasteurisering’. Ferdinand Cohn var en av Pasteurs samtidige og
karakteriserte varmeresistente endosporer og den cellulaere utviklingen av disse samt
viderefgrte konseptet med at bakterier er distinkte organismer med arvelige karakteristikker
[9].

Empirisk infeksjonskontroll fikk en begynnelse i 1848 da Ignaz Semmelweis tok i
bruk et klorholdig desinfeksjonsmiddel for vask av hender og kirurgiske instrument [10].
Resultatene var pafallende: dedeligheten blant mgdre som nettopp hadde fadt pa sykehus,
falt fra mellom 13 — 18 % og ned til 1 % , noe som til og med var sikrere enn hjemmefadsler
pa den tiden [11]. Med den gkte forstaelsen av arsakssammenhenger som resulterer i *The
Germ Theory of Disease’, har antiseptiske teknikker blitt videreutviklet av blant annet Joseph
Lister, som i tillegg til bidrag i mikroskopteknologi, brukte fenol til desinfeksjon i
operasjonssalen fra 1860 — tallet.

Selve konseptet med kjemoterapi (: tanken pa ’en magisk kule” som kun ville treffe
infeksigse agens) kom et skritt na&ermere virkeligheten ved introduksjonen av arsphenamin, et
organoarsenisk stoff syntetisert av Paul Erlich i 1907 og neoarsphenamin i 1914 [12]. Selv
om det hadde mange bivirkninger, hadde det ogsa antimikrobielle egenskaper og var dertil
noe som kunne ligne en helt ny remedie blant annet for behandling av syfilis [10]. Noen tiar
senere ble en nobelpris i medisin tildelt Gerhard J. P. Domagk (i 1939) for de antibakterielle
sulfonamidene [13], som i dag er den eldste gruppen antimikrobielle midler som er i fortsatt
bruk. Suksesshistorien med sulfonamider ble avlgst av en ny fantastisk og heldig implikasjon
for antimikrobiell terapi. Sir Alexander Fleming oppdaget, pa en plate med stafylokokker, det
som viste seg a veere en soppart kalt Penicillium notatum, med en antagonistisk vekst.
Fleming oppdaget med dette i 1928 penicillin. Sammen med Sir Howard Florey og Ernst B.
Chain mottok Fleming Nobels pris i medisin i 1945 [10, 13, 14]. Tall fra folkehelseinstituttet
[15] viser at penicilliner utgjer ca 42 % av det totale forbruk av systemiske antibiotika i
Norge i 2011 (malt som “definerte dogndoser (DDD)/1000 innbyggere/dag” (2011)), noe
som samsvarer med det globale forbruket, der 3-laktamantibiotika (i 2002) utgjorde om lag
halvparten av det estimerte totale markedet pa 25 milliarder US$ [16].
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Som substantiv ble ordet *antibiotika’ farst brukt av Selman A. Waksman pa
begynnelsen av 1940-tallet som en betegnelse pa substanser med opprinnelser i naturen og
som har fenotypiske antimikrobielle egenskaper [17]. Med ’antimikrobielle egenskaper’
menes en kjemisk aktivitet som hemmer eller dreper mikrober ved spesifikke interaksjoner
med bakterielle malstrukturer [18] og som potensielt kan brukes til & behandle infeksjoner
[19]. Omtrent samtidig med Waksmans oppdagelse av streptomycin pa 1940-tallet kom de
farste tetrasyklinene, cefalosporinene, samt kloramfenikol og flere aminoglykosider [20].
Denne epoken i medisinsk historie refereres ofte til som ’gullalderen’ for antibiotika, men
allerede mot slutten av 1940-arene var mange av infeksjonene pa sykehus umulig & behandle
med penicillin pa grunn av resistensutvikling [21]. Om lag et tiar tidligere var det allerede da
blitt vanskelig a behandle infeksjoner forarsaket av Streptococcus pyogenes med
sulfonamider, spesielt i det militeere personellet som mottok sulfonamider forebyggende [20].
Ogsa hos tuberkulosepasienter som ble behandlet med streptomycin kom resistensproblemer
urovekkende raskt [22, 23].

Den gjennomsnittlige tiden fra lanseringstidspunktet av et nytt antibiotika, til det
farste rapporterte tilfellet med klinisk resistens er beregnet til a veere om lag atte ar [5]. Selv
dette kan nok kan veere et litt for optimistisk estimat: Gullalderen i 1950-60 arene kan ha
bidratt til & gke gjennomsnittstiden for resistensutviklingen pa grunn av det mangfoldet av
nye antibiotika som ble lansert fortlgpende over en kort tidsperiode [5].

Mot slutten av 1950 — arene ble opptreden av resistens mot flere ulike
antibiotikagrupper (multi-drug resistance (MDR)) funnet pa genetiske elementer som har
potensiale til & flyttes horisontalt mellom bakterier av samme art og mellom bakteriearter [24].
Mye tyder pa at vi i dag star ovenfor et voksende problem med at flere og flere antibiotika
mister effekt. En retrospektiv studie av antibiotikaresistens i Escherichia coli i USA fra 1950
— 2002 finner en gkning av multidrug resistens (>3 antibiotikagrupper) fra 7,2% i 50-arene til
63,6% i begynnelsen av 2000, og signifikant gkning i resistens mot 11 av 15 antibiotika [25].
Uten en gkning i innovasjoner som bedrer mulighetene til infeksjonskontroll vil
resistensutviklingen kunne sette alvorlige begrensninger for mulighetene til & behandle og
forebygge smittsomme sykdommer i mennesker og dyr [26].

Infeksjoner forarsaket av antibiotikaresistente bakterier har vist seg & doble
sannsynligheten for en pasients ded sammenlignet med pasienter som har infeksjoner uten
resistens [27]. Ogsa infeksjoner forarsaket av antibiotikaresistente Salmonella enterica
serotype Typhimurium (S. Typhimurium) som i hovedsak er knyttet til animalske matvarer er

knyttet til gkt dedelighet [28]. Selv om det er mer sjeldent at S. typhimurium gir fatale
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symptomer [29], understreker det likevel viktigheten av begrenset antibiotikabruk i
dyreoppdrett [28]. Bade gjennomsnittlig lengde og sannsynligheten for sykehusopphold kan
gke til det dobbelte dersom infeksjonen skyldes resistente bakterier, sammenlignet med
infeksjoner forarsaket av en tilsvarende sensitiv stamme [30].

| folge Verdens Helseorganisasjon [31] er det klare sammenhenger mellom antimikrobiell
resistens og lengre sykdomsforlgp med resulterende gkt dedelighet. Lengre sykdomsforlap vil
ogsa gi sterre sannsynlighet for viderefgring av smittsomme sykdommer til nye personer og
geografiske omrader, og slik sett vanskeliggjegre kontroll av sykdomsutbrudd pa det
samfunnsmessige plan, som pafgrer bade familien og samfunnet tilleggskostnader i form av
behov for bruk av nyere (og ofte dyrere) legemidler, gkte kostnader for helsetjenester, og
lengre og mer ressurskrevende sykehusopphold [31].

Falgene av antibiotikaresistens virker slik sett ganske innlysende og gir ogsa grunn til
bekymring. Likevel rekker ikke temaet helt opp i den politiske dagsordenen [32]. For
spgrsmalet er ogsa av en politisk art, og hvilken rolle burde demokratiet ha for
legemiddelinnovasjonen, burde noen lede an? Fra et aksjonarperspektiv i farmasgytisk
industri er det forelgpig hay risiko knyttet til de hgye kostnadene for utvikling, med
begrensete inntjeningsperspektiv for nye antibiotika med potensiale for kryssresistens, men
ogsa helt nye antibiotikagrupper uten resistensproblematikk vil ha mindre blockbuster-effekt,
enn for eksempel behandlinger for kroniske sykdommer. Tilretteleggelse med gkonomiske
lettelser for legemiddelutvikling kan gke den samlede innsatsen for innovasjoner som
bremser problemene knyttet til resistensutviklingen. Mikrobiologisk grunnforskning kan
identifisere nye angrepspunkt og kanskje ogsa helt nye lgsninger for problemet med
antibiotikaresistente patogener. Ny og allerede eksisterende teknologi som bremser spredning
og omfang av resistente patogene bakterier har bare effekt dersom den er tilgjengelig.
Sammen med styrket kapasitet til regulering av legemidler ved oppbygging av et fungerende
helsevesen, kan trygge og kvalitetssikre legemiddeldistribusjonskanaler bidra til sikre
legemidler og riktig bruk og slik bremse veksten av resistens [32].

Samarbeidet mellom nettverk av laboratorier som samler inn og deler
resistensinformasjon kan gi bedre monitorering og kvantifisering av effekter fra strategiske
intervensjoner [32], men samarbeidet fordrer standardisering og harmonisering av metoder
som muliggjgr sammenligning av resistensrater og type resistens, ogsa pa tvers av

landegrensene [33].
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Antibiotikaresistens — kostbart og dgdelig

For a kvantifisere pavirkningen antibiotikaresistente bakterier har pa et samfunn, er en
gkonomisk malestokk anvendelig. Selv om dette pa langt neer gir et helhetlig bilde (et mer
sammensatt bilde burde ngdvendigvis ogsa inneha et sa subjektivt bilde av sykdom, med
muligheten for dgdelig utgang, som et perspektiv.) Man kan likevel kvantifisere utfall med
sammenlignbare starrelser som samtidig gir et viktig verktey for evalueringen av tiltak og
responser. For oversiktens skyld sa kan en skille ut de forskjellige gkonomiske aktgrene og
drgfte mulige synsvinkler i denne sammenhengen. En pragmatisk inndeling kan skille
mellom de forskjellige gkonomiske deltakerne i samspillet mellom mikrober og mennesker,

og de mange sammenhengene som oppstar i spekteret mellom sykdom og helse.

Konsekvenser av resistens: rekvirentenes perspektiv

Motivasjonen til en god lege bestar gjerne av profesjonalisme [34] (yrkesetikk- og
samfunnskontraktfglelsen, der bruken av kommunikasjon, kunnskap, tekniske ferdigheter,
kliniske vurderinger, falelser og verdier blir reflektert i den daglige praksisen og til slutt
kommer publikum (pasientene) til gode [35].) Antimikrobiell resistens trenger ikke veere
seerlig problematisk sa lenge det finnes kurante behandlingsalternativer [34]. Den
gkonomiske fglgen av antimikrobiell resistens kommer dersom resistens representerer
ineffektiv behandling og en gkning i dedelighet og sykelighet inntrer [34]. Eksistensen av et
godt utvalg og et mangfold av antimikrobielle midler relateres til sannsynligheten for
muligheten til & effektivt kurere en gitt infeksjon hos en gitt pasient [34].

For allmenleger og tannleger finnes det offentlige retningslinjer for hvilke antibiotika
som kan forskrives ved ulike tilstander, og vesentlige avvik fra disse ma kunne gis en faglig
begrunnelse [36]. Rekvireringsmanster har ingen apenbare direkte effekter pa rekvirerende
veterinarers, legers og tannlegers gkonomi, men i mangel av raske diagnostiske og
resistensbestemmende verktgy kan bredspektrede antibiotika representere en tilsynelatende
god lgsning, siden bade kostnaden for behandlingen og sjansen for bivirkninger er lav [29].

Andre land kan ha andre gkonomiske lgsninger der rekvirenter tjener pa forskrivning.

Pasientens perspektiv

Pasientens motivasjon for a bli frisk fra en sykdom er forankret i gnsket om sin egen
gode helse. @konomisk sammenfaller det individuelle pasientperspektivet med legens,
konsekvenser av resistente bakterier kommer av gkt sykelighet og risiko for dad, og til dels

ogsa ekstra kostnader for dyrere antibiotika som det enda ikke er resistens mot [34].
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Ekstrakostnadene for behandling av resistente infeksjoner er i Norge i stor grad dekket av
folketrygdens refusjonsordning [37] og de private gkonomiske tapene kompenseres ogsa
gjennom budsjettene til helseforetakene og andre samfunssmessige velferdsgoder. Pasienten
velger ikke hvilken antibiotikabehandling legen skal forskrive, men forventningene pasienten
har kan pavirke legens avgjerelse [29]. Kampanjer som retter seg mot bade pasienter og

helsepersonell kan bidra til redusert forskrivning av ungdig antibiotika [38].

Legemiddelindustrien

Legemiddelindustriens perspektiv sammenfaller til en viss grad med helseforetakenes
perspektiv [34]. Fokus rettes mot malgruppene som bestemmer bruken av legemidlene,
komiteer for retningslinjer av antibiotikabruk, helseforetak og rekvirenter. Motivasjonen er
finansiell avkastning for aksjonarene som ngdvendiggjer bade korte og langsiktige
perspektiv [34]. Markedsstarrelsen til et nytt antibiotikum avhenger av hvor stort
anvendelsesomrade (bred effekt) antibiotikumet har (smalspektrede antibiotika vil naturligvis
ha feerre anvendelsesomrader) [29]. Maksimumspris for et nytt antibiotika i patenttiden
avhenger av konkurrentenes alternative antibiotika som finnes pa markedet for samme
infeksjonstype. En ny type antibiotika som kan konkurrere mot eksisterende siste-linje
antibiotika kan prises hgyere, og et nytt antibiotikum som virker mot infeksjoner som er
resistent mot alle de andre antibiotikaene kan teoretisk sett prises veldig hgyt [29].
Inntjeningen pavirkes av hvor mye det kan brukes i et kortsiktig perspektiv, og pa lengre sikt
av patentbeskyttelse og levetiden til det nye antibiotikumet. Levetiden avhenger av hvor raskt
konkurrerende foretak kan lage et sammenlignbart produkt og pa tiden til resistens blir et
problem [29]. Tiden til resistens avhenger i stor grad av hvor mye det blir brukt [29], eller

dersom det oppstar kryssresistens mot et annet produkt.

Helseforetak

Den gkonomiske siden av resistente mikroorganismer er for helseforetak primaert
pavirket av hvilke tiltak som ma iverksettes for & ivareta effektiviteten av antimikrobielle
midler [34]. Tiltak for & behandle infeksjoner som har resistensmekanismer for en eller flere
klasser med antibiotika, kan omfatte ekstra smittevern, ekstra legemidler, ekstra kompetanse
og opplaering, ekstra tidsbruk, ekstra rom, nytt utstyr og ekstra forbruksmateriell for
handtering av antimikrobiell resistens [34]. Malsetningen for helseforetak er redusert
sykelighet og dgdelighet, oppnadd med fiskal effektivitet (med minst mulig utgifter av

begrensede finansielle ressurser) for populasjonen som helseforetaket betjener [34].
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Det globale samfunnsperspektivet

Motivet for det globale folkehelseperspektivet er at felles samfunnsgoder spenner
over hele populasjoner, tettsteder, byer, land og Jorden som helhet [34]. Malet er apenbart &
maksimere helsegevinster for hele den menneskelige populasjonen og tidsrammen er
langsiktig inkludert kommende generasjoner [34]. Antimikrobielle midler muliggjer bade
forebygging og behandling av infeksjoner og betraktes derfor som en verdifull ressurs [34].
Resistens avkorter denne ressursen og en malsetning for samfunnet blir da & minimere
resistens, minske resistensutviklingen og de kreftene som produserer resistens [34].

WHO har utarbeidet en liste over kritisk viktige antimikrobielle midler for & hjelpe
myndigheter og rekvirenter med risikovurderinger og risikohandtering som begrenser
antimikrobiell resistens [39]. Kritisk viktige antimikrobielle midler inkluderer midler som er
den eneste, eller en av fa muligheter for & behandle alvorlige sykdommer [39]. Alvorlige
sykdommer har en hgy dedelighet eller irreversibel sykelighet og som kan smitte fra andre
kilder enn menneske, eller kan erverve resistens fra andre kilder utenom menneske [39].

Antimikrobielle midler blir i gkonomiske termer & betrakte som knappe ressurser [34].
Forbruket i dag reduserer effektiviteten og dermed verdien av legemiddelet i framtiden [34].
Fra samfunnets perspektiv blir definisjonen av formalstjenlig bruk av antimikrobielle midler
noe som farer til en akseptabel reduksjon av verdien av fremtidig antimikrobiell effektivitet
[34]. Pa samme mate vil overforbruk eller feilbruk av antimikrobielle midler fare til
uhensiktsmessige store reduksjoner i disse ressursene [34].

Ringvirkninger i overskuelig framtid er lettere a neglisjere, fordi konsekvensene pa
kort sikt er lett & male, mens effekten av gkende resistens pa lang sikt i de fleste tilfeller ikke
har blitt kvantifisert [34]. Derfor kan det veere at rekvirenter velger en tilsynelatende trygg
lgsning (pa kort sikt) ved a oftere forskrive et bredspektret antibiotikum [29]. Den reelle
kostnaden bares av samfunnet som helhet og prisen gker en gkt andel bredspektrede
antibiotika, i tillegg til all feilaktig bruk (bruk som ikke er nyttig for pasienten, for eksempel
virusinfeksjoner eller bakterieinfeksjoner der spontan remisjon inntrer like raskt med eller
uten behandling). Til sammen gker feilaktig bruk og overforbruk av de bredspektrede
antibiotikaene, det totale seleksjonspresset for utviklingen og vedlikehold av resistens i
bakterier [29]. Med ordene til den anerkjente mikrobiologen S. B. Levy: ”Antibiotics are a
global resource and the world has a responsibility to use this resource for the greatest good of

humanity while protecting their effectiveness” [32].

16



Antimikrobiell resistens

Mikrobiologisk definisjon av resistens

Alle bakterier som i utgangspunktet er fglsomme for antibiotika og som mangler
definerte mekanismer for resistens har potensiale for a utvikle resistens [19]. I mikrobiologisk
definisjonssammenheng er alle bakterier som innehar enten en fenotypisk eller genotypisk
resistensmekanisme Kklassifisert som resistent [19]. Resistens kan videre inndeles fra lavgradig

til hgygradig resistens [19].

Klinisk tredeling — sensitiv, intermediaer eller resistent

Fra et klinisk behandlingsperspektiv er inndelingen sensitiv, intermedigr og resistent (S-1-R)
et system som blant annet sier noe om sannsynligheten for & oppna terapeutisk effekt [33]:

e sensitiv / falsom — terapeutisk suksess er sannsynlig
e intermediaer — terapeutisk effekt er usikker eller intermedieer

e resistent — terapeutisk svikt er forventet

| en ideell situasjon sa vil definering av antibiotikafglsomhet hos en bakterie involvere en
observert respons pa et standardisert terapiregime etter a ha forarsaket infeksjon, og ha en
godt dokumentert sammenheng mellom malbare in vitro parametere og sannsynlighet for
terapeutisk suksess in vivo [19]. Klinisk sensitive / falsomme bakterier kan ogsa inneha en
lavgradig resistensmekanisme og likevel respondere pa standard terapiregime.

Intermedieert sensitive/intermediert resistente bakterier tilhgrer en klasse som ligger
mellom Klinisk sensitiv og klinisk resistent. Infeksjoner forarsaket av slike stammer kan ofte
elimineres hvis antibiotikumet oppkonsentreres ved infeksjonsstedet, eller hvis det er mulig a
gke doseringen [19].

Klinisk resistente bakterier vil hgyst sannsynlig ikke respondere selv pa terapeutiske

maksimumsdoser av et gitt antibiotikum. [19].
Bestemmelse av en infeksjonsforarsakende bakteriestammes kliniske resistensgrad for et

gitt antibiotikum krever kjennskap til bade in vitro parametere og bakterienes ’livsstil’ in vivo,

slik som grad av biofilm- og persistercelle- dannelse. De fysiologiske forholdene rundt en
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infeksjon kan veere vesentlig forskjellig fra de eksperimentelle laboratorieoppsettene ved

beregninger resistensgrad [40] (se tabell 1).

Tabell 1: Mulige forskjeller mellom in vitro og in vivo forhold med hensyn p& beregning av MIC? og MBC"
i klinisk terapi [40].

In vitro In vivo

aerob anaerob

pH 7.2 ofte syrlige miljo

proteinfritt grad av proteinbinding

definert startkonsentrasjon svingninger i plasmakonsentrasjonen
10° CFU%/ml [41] 10%° CFU/g puss eller vev
eksponentiell vekst ikke voksende persisterceller

jevn temperatur mulige temperaturvariasjoner

® minimum inhibitory concentration (MIC), ® minimum bactericidal concentration (MBC),

¢ colony forming units (CFU)

Klinisk antimikrobiell terapi og infeksjonsbehandling

Selv om de fleste interaksjonene mellom mennesket og mikrobene er av en godartet
natur som gagner alle parter pa flere vis, sa finnes det ogsa en del sykdomsfremkallende
bakterier. Avhengig av infeksjonens art og individuelle variasjoner mellom pasienter slik som
komorbiditet og legemiddelbruk, immunrespons og allmenntilstand, vil det kunne oppsta
situasjoner som krever antibiotikabehandling. Behandlingens effekt avhenger av hvordan
legemidlet oppfarer seg i kroppen, hvordan bakteriene blir pavirket av legemidlet og
responsen kroppens immunforsvar gir mot infeksjonen. Riktig antibiotikavalg med tanke pa
legemidlets egenskaper i forhold til infeksjonen er viktig, men i mangel av effektive
diagnoseverktay blir som regel forskrivning basert pa den empirisk behandlingen som er i trad

med de offisielle retningslinjene for antibiotikabruk.

Farmakodynamiske sider ved antibiotikabehandling

Antibiotika inndeles gjerne etter hvilke biologiske angrepspunkt de har pa bakterier
og om de har en baktericid eller bakteriostatisk effekt. For a kalle et antibiotikum for
baktericid vil det gi en markant reduksjon i antall levedyktige bakterieceller (som i et
standardisert forsgk vil tilsi en 99,9% reduksjon fra det opprinnelige antallet inokulert). For
bactericide antibiotika er minimal bactericidal concentration (MBC) vanligvis tilnermet lik

og mindre enn fire ganger hgyere enn minimal inhibitory concentration (MIC) [40].
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Bakteriostatiske antibiotika har som regel MBC-verdier som er mange ganger hgyere enn
MIC [40].

Effekten av antibiotika avhenger ogsa av funksjonsgraden til pasientens eget
immunforsvar. Bakteriostatiske antibiotika som hindrer vekst av sensitive bakterier
forutsetter et aktivt immunforsvar for fullstendig remisjon [40]. Ved utilstrekkelig
immunrespons ved infeksjonsstedet vil baktericide antibiotika vaere ngdvendig, siden
infeksjonen kommer til & blusse opp igjen nar behandlingen med bakteriostatiske antibiotika
avsluttes, dersom ikke immunsystemet har klart a fjerne hele infeksjonen i lgpet av
behandlingstiden [40].

Antibiotika kan grupperes pa bakgrunn av hvordan farmakodynamiske (PD) og
farmakokinetiske (PK) egenskaper pavirker bakterieclearance fra vert. For antibiotika med en
tidsavhengig (og saktevirkende) baktericidal effekt er clearance av bakterier avhengig av
tiden som konsentrasjonen er over MIC [40]. Eksempler er f—laktamer og vankomycin, og
doseringsintervallene ma vere hyppige nok til at konsentrasjonen holdes hgyere enn MIC
gjennom hele behandlingen. Noen antibiotika har en postantibiotisk effekt (PAE) som selv
ved korttidseksponering til konsentrasjoner hgyere enn MBC, gir vedvarende
immunsystemuavhengig suppresjon av bakterievekst etter at antibiotikakonsentrasjonen er
redusert til lavere enn MIC. For antibiotika som har en konsentrasjonsavhengig baktericidal
effekt og lang postantibiotisk effekt (PAE) slik som aminoglykosidene, fluoroquinolonene,
daptomycin og metronidazol avgjer maksimumskonsentrasjonen (Cpax) 09
eksponeringsgraden som reflektert i areal under kurve (AUC — integralet av
konsentrasjon/tid-funksjonen) i forhold til MIC, i starre grad enn doseringsintervallene av
betydning for behandlingseffekten [40].

I en tredje klasse regnes de antibiotika som har en bakteriostatisk virkning og lang
postantibiotisk effekt (PAE) der bakteriell clearance avhenger av AUC ved konsentrasjoner
hagyere enn MIC. I denne gruppen tilhgrer flere makrolider, tetrasykliner, linezolid,
klindamycin og streptograminer [40].

Farmakodynamiske interaksjoner som selekterer mot resistens

Kombinasjonsbehandling med flere antibiotika har fatt gkt oppmerksomhet pa grunn
av resistensutviklingen og mangelen pa nye antibiotika [42]. Synergiske
antibiotikakombinasjoner har en stgrre effekt enn summen av de individuelle egenskapene
skulle tilsi [42], og additiv hvis effekten er like stor [40, 42]. Antagonistiske kombinasjoner

har mindre effekt enn summen av de individuelle legemidlene skulle tilsi, og
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hyperantagonistiske / suppressive kombinasjoner gir mindre effekt enn effekten av et av
legemidlene alene [42]. Hyperantagonistiske antibiotikakombinasjoner er av en slik natur at
de kan selektere mot sitt eget resistensallel/fenotype. Bakterier med resistens for et av
antibiotikaene i en slik kombinasjon, er mer sarbar for den antibiotiske effekten. Slik kan
antibiotikafalsomhet selekteres for selv i en aktuell antibiotikabehandling [42]. | figur 1
illustreres mulige farmakodynamiske interaksjoner mellom to antibiotika som et isobologram

med effektivitet av antibiotikakombinasjoner med variasjoner fra synergi til suppresjon.

1.5
Suppresjon L l
1.0 .
o . " =~~..Antagonisme
[(}) N ‘~~~
g \\ ~s~~
. ~
- — \\ ‘\
N )
o \\ \\
@ " '
> s, Additivitet N\
)

@® . \‘
= \\ Y N
.% 0'5 ‘\\ ‘\ L&;—

\\
© N !
— S '
-— h N \
c . 1
g \\\ L

0,5 1,0 1,5
Konsentrasjon av legemiddel A

Figur 1 — Representasjon av mulige interaksjoner mellom to ulike antibiotika

Illustrasjon av konsentrasjonsforholdet for synergistiske, additive, antagonistiske og suppressive
legemiddelkombinasjoner som gir lik effekt (veksthemming). Linjene (isobolene) for additive
kombinasjoner forventes a gi en lineaer kurve (grenn) og en lavere kurve for synergisk (gul).
Antagonistiske kombinasjoner (bla,) trenger hgyere konsentrasjoner for lik effekt, og suppressive
legemiddelpar har mindre effekt av behandling enn for et av legemidlene alene. Innfelt vises vekstrater i
et tilsvarende koordinatsystem (mgrkere farge tilsvarer raskere vekst).

Figuren er bearbeidet fra Chait et al 2007 [42].
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Variasjoner i behandlingens effektivitet

Andre faktorer enn bakteriens in vitro bestemte grad av resistens kan ha betydning for
terapeutisk effekt [19]. Mangelfull respons ved behandling kan ogsa skyldes andre forhold
enn resistens. Anatomiske barrizerer ved infeksjonsstedet kan skyldes lav blodperfusjon til et
vev (overflatearealet av kapillaersengen er liten i forhold til volumet av kroppsvevet) [40] som
kan veere aktuelt for pasienter med mikrovaskulear sykdom, eller barrizrer i form av
ekstracelluleer fordeling av et antibiotikum ment a behandle en intracelluleer infeksjoner [43].
Fordeling av antibiotika til cerebrospinalvaesken, CNS, gye og prostata er ofte lav og
plasmakonsentrasjonen representerer ikke alltid et fullgodt mal pa konsentrasjonen ved
infeksjonsstedet. Ikke-arvelig resistens og persistere (se eget avsnitt) kan ogsa fere til
tilbakevendende infeksjoner forarsaket av bakterier som vanlig in vitro testing klassifiserer
som sensitiv [44].

De tre kategoriene av resistens

Resistent fenotype kan inndeles i tre kategorier:
- Iboende resistens (intrinsisk / naturlig resistens)
- Ervervet resistens

- Ikke-arvelig resistens (adaptiv / fysiologisk resistens)

Iboende resistens

Iboende eller intrinsisk resistens er en naturlig egenskap som bestemmes av bakteriens
kromosom og arves vertikalt [45], slik at alle individuelle stammer fra samme bakterieart
deler den biokjemiske og fysiologiske sammensetning som gir resistens [46]. Iboende
resistens er slik sett artsspesifikk og tilstedevaerelsen av resistens i en stamme er uavhengig av
individenes tidligere eksponering til antibiotika [46]. Iboende resistens er ikke avhengig av
horisontal genoverfaring (HGT) eller mutasjoner [26]. Mutasjonsbasert evolusjon av iboende
resistens kan likevel skje ved en samtidig pavirkning av flere gen involvert i basale
cellefysiologiske funksjoner [46], for eksempel gir endringer i cellens permeabilitet og
efflukssystem [46]. Iboende resistens for et gitt antibiotikum kan skyldes manglende
malstrukturer for antibiotikumet hos bakterien, som hos eksempelvis: mycoplasma spp. som
er uten cellevegg og vil derfor ikke pavirkes av p-laktamantibiotika, glykopeptider eller andre

antibiotika som hemmer celleveggsyntese. Mange Gram-negative arter responderer ikke pa
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makrolider eller glykopeptidantibiotika siden legemidlene ofte viser darlig opptak inn i cellen
pa grunn av begrenset permeabilitet i de mer komplekse membranene hos Gram-negative
arter [46].

Andre naturlig forekommende forsvarsmekanismer som kan veare mer
antibiotikaspesifikke, men som hele arten innehar, klassifiseres ogsa som intrinsisk resistens.
Det kan for eksempel vaere kromosomale gener for (antibiotika -) efflukspumper og
betalaktamaser (eksempelvis AmpC) som ogsa er vanlig hos mange Gram-negative arter
inkludert P. aeruginosa og i mange arter tilhgrende Enterobacteriaceae [45], eller
cefalosporinresistens i enterococci som skyldes lav affinitet til penicillinbindende proteiner
[26]. Anaerobe arter fra slekten Bacteroides mangler oksygen- eller nitrat- avhengig
elektrontransportkjede og tar derfor ikke opp aminoglykosider [47].

Ervervet resistens

Bakterier som i utgangspunktet er fglsomme for et antibiotikum og som blir resistente
ved en genetisk endring som en falge av spontane mutasjoner eller ved horisontal
genoverfaring (HGT) har ervervet resistens. Ervervet antibiotikaresistens er en arvelig gkning

i grensen for minimums inhibitoriske konsentrasjon (MIC) av en eller flere typer antibiotika.

Bakterien kan erverve resistens pa to mater

En tidligere antibiotikafglsom bakterie kan erverve resistens enten ved at genene som
bakterien har pa kromosom og plasmid muterer og farer til mindre antibiotikafglsomhet, eller
gjennom horisontalt overfarte “’klar-til-bruk™ resistensgener. Resistensfrekvens i en
bakteriepopulasjon avhenger av seleksjonspress, mutasjonsrater og rater for HGT av
resistensdeterminanter, samt populasjonens starrelse [48]. Felgende drafting er basert pa
kapittel 3 i boken "The molecular genetics of bacteria” [49].

Resistens ervervet gjennom mutasjoner

En mutant defineres som en organisme som fglger en direkte arvelinje (er avkom) fra den
originale villtypen, men innehar en arvelig mutasjon i sitt arvestoff som endrer DNA-
sekvensen til organismen. Endringen ma kunne viderefares til pafelgende generasjoner for a
kalles en mutasjon. Endringer i DNA-sekvensen kan pavises genotypisk eller fenotypisk hvis

den gir en observerbar endring.
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Mutasjonsrate

Dersom bakteriens genetiske variasjon avhenger utelukkende av mutasjoner, vil
adaptiv evolusjon og ervervelse av resistens kunne gke med gkte mutasjonsrater [48].
Mutasjonsrate kan defineres som sjansen for at en villtype muterer til en gitt fenotyp, eller
som frekvensen av arvelige mutasjoner per generasjon i hele genomet, ved spesifikke locus
eller nukleotider [50]. Mutasjoner kan enten fore til fordeler for organismen (gke biologisk
fitness), veere fitnessngytral, eller gi ulike former for biologiske kostnader. Endringer i
biologisk fitness males ofte som endringer i den relative reproduksjonsraten til en organisme.
Mutasjonsraten kan reflektere sannsynligheten for dannelsen fra villtype til den aktuelle
observerbare fenotype. Antall loci som kan gi resistensmutasjoner som kan skape den aktuelle
fenotypen og mutasjonsratene i de aktuelle genetiske loci pavirker sannsynligheten for at en
bestemt fenotype skal oppsta [50]. Mutasjonsraten fra antibiotikafglsom (villtype) til en
bestemt type resistens (mutant) kan variere mellom ulike arter, for eksempel hvis det er ulike
antall mulige kromosomale mutasjonsseter som gir resistens, eller hvis de involverte loci har
forskjellige mutasjonsfrekvenser [50]. De generelle mutasjonsratene for en bakteriell
populasjon avhenger av bakteriens genomstruktur, DNA reperasjonskapasitet og vekstforhold
[50].

Mutasjonsrater blant forskjellige loci kan variere med en faktor pa 10 000 [50].
Kodonsammensetningen og rekkefaglgen av nukleotider er av betydning for mutasjonsraten,
der lange sekvenser med repeterte baser oftere gir hyppige frameshift mutasjoner som fglge
av sma insertions eller delesjoner [50]. Kromosomal plassering har ogsa betydning, der gener
som sitter lengst fra origin of replication (oriC) kan ha opptil dobbelt sa hgye mutasjonsrater i
forhold til gener neert origin of replication [50].

Klinisk sensitive bakterier som fint lar seg behandle kan ogsa inneha en lavgradig
resistensmekanisme, som ved pafalgende kromosomale mutasjoner kan gke resistensnivaet
litt etter litt, til den nar en hgygradig og klinisk relevant resistens, ogsa kjent som MIC —
kryping (MIC-verdien “’kryper” gradvis oppover) [23]. En lav grad av resistens bidrar over tid
til at en mer fremtreden grad av resistens vil oppsta, og kan ogsa skyldes fysikalske forhold
som biofilmstruktur, persistere eller ved hgye konsentrasjoner av bakterieceller (kjent som the
inoculum effekt) som gir utgangspunkt for en initial lav grad av resistens [50].

Uavhengige resistensmutasjoner gir additiv gkning i sannsynligheten for gkt resistens,
siden de gir gkning av resistens hver for seg, uavhengig av om andre mulige mutasjoner har
inntruffet [50]. Sannsynligheten for utvikling av resistens kan summeres for hver av de

uavhengige resistensmutasjonenes individuelle sannsynlighet [50]. Additiv sannsynlighet sees
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der flere mulige loci bidrar til & gke resistens [50]. Dersom flere mutasjoner ma oppsta
samtidig for & gi resistens, blir sannsynligheten for resistens produktet av de individuelle
sannsynlighetene og dermed mye lavere enn for uavhengige mutasjoner, og er ogsa kjent som
kooperative resistensmutasjoner [50].

Hvilken type interaksjon et bestemt gen har i bakterien kan ogsa pavirke den generelle
mutasjonsraten. En inndeling i kjernegener (core / housekeeping genes), som er de genene
som er helt ngdvendig for opprettholdelsen av bakterien, og som viser mindre variasjoner
mellom de fleste bakterieartene [51] har til sammenligning lavere mutasjonsrater enn de mer
midlertidige tilleggsgenene (accessory/contingency/character genes) som gir en
bakteriestamme en del av sine karakteristikker og ofte ogsa adaptive egenskaper som
muliggjer kolonisering av bestemte nisjer [50]. Kjernegenene kan vanligvis utgjgre ~8% av
en gjennomsnittlig bakteries DNA og regnes for & omfatte om lag 250 genfamilier som kan
gjenfinnes i ~99% av alle bakteriearter [51].

Ikke alle mutasjoner trenger a gi noen selektive fordeler eller ulemper, men noen kan
ofte vaere fitnessngytrale og fluktuerer over tid ved genetisk drift [52]. Teoretisk sett er alle
genetiske loci til en viss grad utsatt for purifying selection [53]. Purifying selection er kjent
som ”... seleksjon som hindrer at skadelige mutasjoner fikseres i en populasjon” [53].
Purifying selection vil trolig spille en noe starre rolle for de lave mutasjonsratene som
observeres for kjernegenene, siden disse genenes grad av evolusjonaer konservering nok
reflekterer en sterkere korrelasjon mellom fungeringsgrad og gjennomsnittlig generell fitness
[53]. Mutasjoner i slike gen vil trolig i sterre grad gi ugunstige (detrimentale) effekter i
forhold til villtypegenenes finjusterte optimaliserte funksjon gjennom (mange) generasjoner
[54]. Slike mutasjoner selekteres derfor vekk raskere enn for eksempel mutasjoner i gen som
sjeldnere kommer til nytte, eller der funksjonsgrad har mindre effekt pa gjennomsnittlig
fitness. Dette kan tenkes & gjelde for mange av tilleggsgenene, som oftere gir genprodukter
involvert i spesifikke tilpasninger til lokale miljgforhold, og har generelt sett hgyere genetisk
variasjon enn kjernegenene [50].

Endringer i mutasjonsrater

Bakterielle subpopulasjoner med gkte mutasjonsrater (hypermutatorer) kan ha fordeler
ved spesifikke selektive trykk [55]. Bakterier kan respondere pa miljgmessige stressfaktorer
som immunrespons fra vertsceller, neringsmangel (starvation) eller antibiotikaeksponering
[48] med en midlertidig gkning av mutasjonsrater [50]. Ved aktivering av SOS respons og

DNA polymeraser uten editing funksjon (error prone polymeraser) kan mutasjonsrater gkes
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midlertidig [50]. Gjentagende antibiotikaseleksjon kan selektere for og gi videre gkning i
frekvensen av en hypermutatorfenotype [48].

DNA duplikasjoner kan gi gkte adaptive mutasjonsrater, ved a gi en reversibel gkning
i genprodukter som kan stabilisere genduplikasjonene som ellers er relativt ustabile og
reverterer ganske hurtig [56]. Stabiliserte ekstra kopier av et gen kan gke mutasjonsraten ved
at det gir en gkning i antall mulige muterbare mal [48, 56].

Bakterier kan ogsa ha permanente gkninger i mutasjonsrater. Flere patogene bakterier
har tilsynelatende reduserte antall gen i hver av klassene for DNA reparasjon (direkte
reparasjon, base excision repair, mismatch repair (MMR) genene) [55]. Det er likevel mulig
at noen av disse artene har identiske funksjoner kodet i andre ikke-homologe gener [55].
Gjenoppretting av DNA reparasjonsfunksjoner kan skje ved pafglgende HGT [55].
Infeksjonsforarsakende bakterier er ngdt til 2 ha noen DNA reparasjonsmekanismer og det er
mye som gjenstar i sparsmalet om hypermutatorenes generelle rolle i utviklingen av

antibiotikaresistens [55].

Reversering av kromosomale resistensmutasjoner

De overlevende bakteriene i en populasjon som har vert eksponert til haye
antibiotikakonsentrasjoner vil ofte ha utviklet en form for arvelig resistens, siden de
antibiotikafalsomme bakteriene dgr som faglge av behandlingen. Et unntak er overlevelse av
persistere som har ikke-arvelige resistensmekanismer. Nar det antibiotiske seleksjonspresset
oppharer vil de pafelgende generasjonene i stor grad arve resistensmutasjoner. Ikke sjelden
vil kromosomale resistensmutasjoner medfare en biologisk kostnad i form av redusert relativ
fitness (se tabell 2). Uten det antibiotiske seleksjonspresset vil relative fitnessforskjeller
mellom resistent (redusert fitness) og felsom (hgy fitness) gi seleksjon av de med hgyeste
fitness, uavhengig av resistens. Resistensdeterminantene er i fraveer av antibiotika blitt
overfladige og blir noen ganger sammenlignet med ekstra bagasje som bakteriene ville veert
best tjent med a bli kvitt.
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Tabell 2: Relativ fitness malt i konkurranseforsgk mellom isogene resistente vs. sensitive bakterier, fra
tabell presentert i Starikovas PhD avhandling [57] (med kilder derfra).

Bakterie Resistens Genetisk  Relativ
element fitness
o - Mutasjonsbasert
Escherichia coli Rifampin rpoB 0,83-1,04
Escherichia coli Norfloxacin gyrA 0,56-0,99
Streptococcus Fluoroquinolon parC 0,9-1,05
pneumoniae parE 0,55
gyrA 0,9-1,0
Staphylococcus
aureus Rifampin rpoB 0,6-0,98
Chlamydia psittaci  Spectinomycin 16S rRNA 0,47-0,87
Ved HGT
Enterococcus
faecium Vancomycin VanA- 0,96
plasmid
Escherichia coli Chloramphenicol,
kanamycin, ampicillin, R1-plasmid 0,68
streptomycin,
spectinomycin,
sulfonamid
Enterococcus
faecium Vancomycin Tn1549 0,78
Enterococcus
faecalis Vancomycin Tn1549 0,61

Reverseringsraten av resistensmutasjoner vil i antibiotikafrie miljg veere direkte

knyttet til stgrrelsen av kostnadene for resistens, der starre kostnader gir raskere reversering.

Fitnessngytrale resistensmutasjoner vil kunne opprettholdes i lengre tid og pa samme mate

kan fitnessgkende resistensmutasjoner gke i frekvens selv uten antibiotikaseleksjon [58].

Resistens har ofte en biologisk kostnad og fitnessgkende resistensmekanismer er trolig mindre

vanlig [59]. Til tross for at det ofte kan observeres signifikante fitnessforskjeller mellom de

isogene resistente og falsomme deler av en populasjon, er det ikke alltid reversering som blir

den vanligste veien for & gjenopprette gkt fitness. Fitnesskostnader kan ogsa reduseres

gjennom pafglgende mutasjoner i andre deler av kromosomet som gker fitness uten & endre

resistensgraden (fitnesskompenserende mutasjoner). Kompensasjonsmutasjoner har ofte en

stgrre sannsynlighet for & inntreffe, siden det ofte finnes flere muligheter for mutasjoner i et

genom som kan gi fitness kompensasjon enn de fa loci som ma muteres for genetisk

reversering. Kompensasjonsmutasjoner gir ikke alltid like god fitness som sann revertering,
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men hvis fitnesskompensasjoner blir dominerende i en populasjon kan reversjonsraten ga ned
siden seleksjonen blir svakere nar de relative forskjellene blir mindre [60].

Frekvensen av en bestemt type mutasjon i en populasjon bestaende av
villtypebakterier og mutanter, avhenger av mutasjonsraten i tillegg til relativ kostnad og
tidspunkt for nar mutasjonen oppstod. En mutasjon som oppstar pa et tidlig tidspunkt i en
ekspanderende bakteriepopulasjon vil gke i frekvens ved pafglgende celledelinger [50],
omfanget avhenger av starrelsen pa fitnessendringer som mutasjonen gir.

Sannsynligheten blir da at andelen kompensasjonsmutasjoner gker siden de som regel oppstar
far reverseringsmutasjoner. Andelen av revertanter, fithesskompenserte mutanter og de
ukompenserte resistente vil ved et gitt tidspunkt gjenspeiles i mutasjonsratene, tidspunktet for
mutasjonen og de relative fitnessforskjellene.

I naturlige milje kan bakteriepopulasjoner fra tid til annen mgte evolusjonare
flaskehalser. Flaskehalser oppstar der kun et lite og tilfeldig utvalg av en populasjon
viderefgres [60]. Patogener vil som en folge av sin “livsstil” regelmessig meate evolusjonare
flaskehalser, siden kun et fatall viderefares ved spredning av infeksjoner mellom individer.
Flaskehalsene som oppstar i vekselvirkningen mellom en midlertidig kolonisering og videre
overfering til nye verter kan sammenlignes med in vitro serieoverfgringer av bakteriekulturer
i laboratoriet. Ved serieoverfaringer velges et mindre antall av bakteriene i kulturen pa en
tilfeldig mate og overfares til ferskt vekstmedium. Nar populasjonen utsettes for en flaskehals
vil andelen av de ulike genotypene (resistent med fitnesskostnad, sensitiv, fitnesskompensert
resistent) avgjare sannsynligheten for at en bestemt genotype blir med i den heterogene
bakteriepopulasjonen som gir grunnlag for senere generasjoner. | en humanpopulasjon
forutsetter dette ogsa at den patogene bakteriens virulensegenskaper for kolonisering og
viderefering ikke er forskjellig mellom de ulike genotypene.

Starrelsen pa utvalget (flaskehalsstarrelsen) og antall generasjoner til populasjonen
mgter neste flaskehals pavirker hvilke genotyper som blir dominerende [60]. Dersom mye av
populasjonen viderefgres, gker sannsynligheten for at ogsa sjeldne revertanter blir med, og
hvis disse far vokse lenge i fraveer av antibiotika seleksjon vil revertanter gke raskere i andel
siden fitnessforskjellen da blir mer avgjgrende. Dersom flaskehalsen er liten (kun et fatall
bakterier velges ut) sa blir sannsynligheten starre for at ingen av de mer sjeldne, hgyeste-
fitness revertantene viderefgres. Da gker i stedet andelen fitnesskompenserte mutanter, og
effekten forsterkes ved pafalgende flaskehalser. Dette fordi fitness fordelen ved en sann

reversjon er relativt mindre for en kompensert mutant enn for en ukompensert mutant [60].
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De fleste humanpatogene bakteriearter, elimineres fra verten etter en forbigaende
vekstperiode (infeksjon), og kun en liten andel overfares til en ny vert [60]. Ogsa ved slike
naturlige flaskehalser er det sannsynlig at de resistente genotypene som oppstar farst
(fitnesskompenserte) vil komme til & dominere populasjonen ved flaskehalsutvelgelsen [60],
og sannsynligheten for sann reversering av resistens blir tilsvarende lav. En forutsetning er at
resistensmutasjoner og kompensasjonsmutasjoner ikke endrer overfgringsevne eller evnen til
a kolonisere en ny vert.

Kromosomale resistensmutasjoner har ofte en biologisk kostnad (tabell 2), men blir
raskt neer fiksert i en bakteriepopulasjonen ved sterk antibiotikaseleksjon. Avhengig av
fitnessforskjeller vil andelen med reversering til sensitiv gke i frekvens under fraveer av
antibiotikaseleksjon reproduksjonsraten (fitness) gar opp. Andelen sensitive bakterier i en
populasjon i fraveer av antibiotika og ved et gitt tidspunkt gjenspeiles i de relative

fitnessforskjellene og tiden fra reverseringen oppstod.

Forskjellige typer mutasjoner

Baseparforandringer

Baseparforandringer kalles transisjonsmutasjoner eller transversjonsmutasjoner og er
en type punktmutasjon som endrer en base eller et basepar. Dersom en purinbase byttes for
den andre purinbasen (A < G) eller en pyrimidinbase byttes for den andre (C < T) kalles det
transisjonsmutasjon. Transversjonsmutasjoner innebarer endring av purinbase (A eller G) til
en pyrimidinbase (C eller T) eller vice versa og er mindre vanlig enn transisjonsmutasjoner.

Et relevant eksempel pa en resistensgivende baseparforandring er dannelsen av
streptomycinresistens etter mutasjoner i det 42. kodonet i rpsL. Da kan den korresponderende
aminosyren lysin (AAA, AAG) endres til treonine (ACX?) eller asparagin (AAU, AAC) [61].
Baseparendringen i forsgkene til Schrag et al omhandlet lysine (AAA), asparagin (AAC) og
treonine (ACA) [60, 62]. | begge tilfellene var resistensmutasjonen en type
transversjonsmutasjon (A->C), men den fenotypiske effekten ma trolig veere den samme for
alle genotyper som gir asparagin eller treonin i det samme stedet i aminosyrekjedet.

Transversjonsmutasjoner kan oppsta blant annet ved oksidering av guaninbasen (G) til
8-0x0G (GO) som kan baseparre med adenin (A). Hgy temperatur og deaminerende

forbindelser kan gke mutasjonsratene siden deaminering av adenin gir hypoxanthine som kan

2 X star i denne sammenhengen for hvilken som helst av de fire DNA basene
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baseparre med cytosin, som igjen kan deamineres og gi uracil som normalt ikke finnes i DNA,
men som best gir basepar med adenin. Guanin kan deamineres til xanthine som best vil gi
basepar med cytosin. Enolisering av tymin gir bedre basepardannelse med guanin.

Mutasjoner klassifiseres etter hvilken effekt de utgver pa det genetiske produktet. I de
tilfellene der en baseparforandring gir et endret genprodukt, som i tilfellet med
streptomycinresistens der mutasjoner i rpsL endrer streptomycins affinitet for malstrukturen,
kalles endringen en missense mutasjon siden en av aminosyrene er byttet ut med en annen.

Andre utfall av baseparforandringer kan veere stille mutasjoner som er arvelige
endringer i DNA, men som ikke endrer aminosyren det kodes for. Disse kan oppsta siden den
genetiske koden i de aller fleste tilfeller har flere kodonvariasjoner for en og samme
aminosyre (koden er redundant/degenerativ). Stille mutasjoner er en av mekanismene bak
genetisk drift siden de ofte gir fitnessngytrale endringer [52].

Nonsense mutasjoner gjar at et nonsensekodon opptrer pa en unormal plass i
aminosyresekvensen. Nonsensekodon i mMRNA gjenkjennes av release factors (RF) som under
translasjon av et normalt mRNA hjelper med & avslutte proteinsyntesen for frigjare ribosomet
fra mRNAet der koden for polypeptidkjeden slutter. Hvis nonsensemutasjoner oppstar tidlig i
aminosyresekvensen kan de fare til avkortede og trunkerte polypeptid som det er mindre
sannsynlighet for vil ha en normal funksjon. Leakyness er et begrep for & si noe om den
muterte gensekvensen har et genprodukt som fungerer. Nonsensemutasjonene UAA (ochre),
UAG (amber) og UGA (opal) har varierende grad av leakyness, og i E. coli er det
nonsenskodonet UGA som er mest leaky, etterfulgt av UAG og UAA som er minst leaky.
Nonsensemutasjoner er mye mindre leaky enn missense og stille mutasjoner. Nonsense
suppressorer er tRNA som gjenkjenner nonsensekodon og setter inn aminosyrer der
translasjonen normalt sett ville stanset.

Baseparmutasjoner kjennetegnes ved at reversjon som gjendanner den opprinnelige
sekvensen er mulig. | tilfellene der rpsL mutasjoner ga streptomycinresistens [61, 62] er det
en ogsa en teoretisk mulighet for reversering tilbake til villtype (lysin i det 42. kodonet)
dersom det ikke lengre er seleksjon for streptomycinresistens. Sannsynligheten for spontan
resistensmutasjon i kodon 42 i rpsL er oppgitt til 10™° til 10™ per basepar per generasjon [63]
og sannsynligheten for reversering vil teoretisk sett vaere en del lavere, siden det er flere
muligheter for & endre lysin (AAA, AAG) til treonin (ACA, ACT, ACG, ACC) eller
asparagin (AAU, AAC) enn omvendt. De bredspektrede B-laktamasene (CTX-M-type) er
avledet gjennom punktmutasjoner fra TEM-type and SHV-type 3-laktamaser [64].
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Duplikasjonsmutasjoner

Ved duplikasjonsmutasjoner kopieres et genetisk segment fra et sted i DNA molekylet
til et annet. Ved tandemduplikasjon falger kopien rett etter det kopierte omradet og kan oppsta
ved rekombinasjon mellom pafglgende repeterte sekvenser. Duplikasjoner som strekker seg
over ett eller flere gen farer til at ingen av genene inaktiveres, men spleises sammen og kan gi
segmenter fra to gen i nye kombinasjoner [56], og kan sette et gen under kontroll av et annet
gens reguleringsmekanismer.

Tandemduplikasjoner er ustabile og har en hgy frekvens for reversjon. Dersom
duplikasjoner blir opprettholdt (ved seleksjon for flere kopier av et gen) gker sannsynligheten
for & danne mer permanente fordelaktige mutasjoner i genet, siden det vil finnes kopier som
opprettholder den opprinnelige funksjonen, men samtidig gjer adaptive endringer mulig og
nye gener kan oppsta. Duplikasjoner kan stabiliseres ved a forsterke et gens bidrag til
fenotypisk respons ved a gi en genetisk doseringsfunksjon (gene dosage) [56]. Dersom
fenotypen som forarsakes av det dupliserte genet er under positiv seleksjon, kan dette igjen
gke og stabilisere antallet duplikater [56]. Dette kan blant annet gke nivaet av resistens til et
gitt antibiotikum, for eksempel der mengden av produsert 3-laktamase er proporsjonal til
antallet kopier av 3-laktamasegenet [48].

Det finnes flere foreslatte mekanismer for genduplikasjoner som kan gi sine bidrag til
genamplifikasjon avhengig av kromosomlokasjon, seleksjonspress og lengden av
duplikasjonen [56]. Repeterte sekvenser i kromosomet, og spesielt repetisjoner som falger
direkte etter hverandre, slik som rrn operonene i E. coli og Salmonella typhimurium (LT2,)
kan gi RecA medierte duplikasjoner ved nonequal recombination i stgrrelsesordenen ~3% av
en hurtigvoksende populasjon [56, 65]. En annen mekanisme involvert i genduplikasjoner er
den RecA avhengige rolling-circle-type mekanismen, men RecA-uavhengige duplikasjoner
kan ogsa oppsta gjennom andre prosesser enten helt i fravar av repeterte sekvenser, eller der
disse er veldig korte [56]. Spontane genduplikasjoner er rundt hundre ganger vanligere enn
alle andre mutasjonstyper [66] og i Salmonella regner man med en duplikasjonsfrekvens i
omradet 10 % til 107 pr celle pr generasjon [56].

Siden genduplikasjoner skjer ved en relativt hgy frekvens kan genduplikasjon gi en
hurtigvirkende, stokastisk prgv-og-feil variasjon av et stort utvalg av gener [56]. Der det er
seleksjon for et duplisert gen, kan duplikasjonen gi en midlertidig lgsning ved
doseringsfunksjon og/eller hgyere rate for pafglgende stabile mutasjonelle adapsjoner [56].
Genduplikasjon kan virke som et mellomstadie i utviklingen av stabile tilpasninger som fglge

av de (mer) sjeldne punktmutasjonene [56]. Genduplikasjon kan pa denne maten gke den
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tilsynelatende mutasjonsraten siden duplikasjoner gir flere omrader med mulighet for en
fenotypeendrende mutasjon [48]. Positiv seleksjon vil bidra til a stabilisere genduplikasjoner
som umiddelbart gir gkt gene dosage [67]. Genduplikasjoner muliggjer bevaring av proteinets
opprinnelige funksjon og samtidig evolusjon av nye funksjoner [67].

Raten for delesjonsmutasjoner av dupliserte sekvenser er hgy. | fravaer av
antibiotikaseleksjon kan de kopiene som gir resistens permanent derfor mistes fra genomet.
Gen som finnes i flere kopier eller allel (med hgy grad av homologi) gir ogsa flere muligheter
for gene conversion som kan fare til at loci med resistensmutasjoner erstattes av et
antibiotikafglsomt villtypeallel [58, 59]. Bade delesjonsmutasjoner og gene conversion kan gi
en reversering av resistens.

Ved miljgfaktorer som skader bakteriens genom er det sannsynlig at
duplikasjonsratene vil gke siden lesjoner i DNA gir gkte rekombinasjonsrater [56]. Ved
infeksjon av en vert mgter patogener et miljg med potensial til & skade DNA og hgyere rater

for genduplikasjon kan bidra til gkt overlevelse ved uttalte DNA skader [56].

Frameshift mutasjoner

Mutasjoner som adderer eller subtraherer baser og gir en endring i leserammen
(reading frame) for translasjonen av mRNA Kkalles frameshift mutasjoner. Disse utgjer en stor
del av alle typene mutasjoner som normalt kan oppsta og de inaktiverer som regel proteinet
som det kodes for. Reversering er ikke uvanlig, men en mekanisme som kan undertrykke
effekten av mutasjonen er en ny frameshift mutasjon som legger til eller trekker fra et basepar
i neerheten av de opprinnelige mutasjonen og gjenoppretter den proteinkodende leserammen.
Noen patogener har hyppige frameshift mutasjoner som gir variasjoner i gen for strukturer i

cellens overflate som kan gi en viss beskyttelse mot vertens immunsystem.

Delesjonsmutasjoner

Tusenvis av basepar kan fjernes fra bakteriens genom ved delesjonsmutasjoner.
Genetiske sekvenser i ulike loci med stor grad av homologi kan rekombinere og fare til at
sekvensen i mellom loopes ut” (ektopisk rekombinasjon). Flere steder i bakteriens
kromosom er det repeterte sekvenser bade fra insertion sequence (IS) elements, ribosomale
gen eller andre repeated extragenic palindromic (REP) sekvenser [56]. Delesjonsmutasjoner
inaktiverer vanligvis genproduktet, og kan spleise sammen deler slik at et gen kan komme
under et annet gens kontrollmekanismer. Ved & markere genets navn med en delta A foran

angis det hvilke(t) gen som er inaktivert.
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Inversjonsmutasjoner

Inversjonsmutasjoner snur den en sekvens slik at den peker motsatt vei og kan skje
ved rekombinasjon, for eksempel der den repeterte sekvensen er pa samme DNA, men motsatt
vei. Inversjoner kan revertere, enten som en sann reversjon som gjenoppretter ngyaktig
samme sekvens, eller ved en tilngermet reversjon. Inversjonsmutasjoner annoteres med IN

etterfulgt av genene der inversjonen er koblet sammen.

Insertion mutasjoner

De vanligste insertion mutasjonene stammer fra insertion sequences (IS) som er korte
sekvenser (ned til 600-700 bp) og som koder for en transposase som kan flytte IS elementet
fra et genetisk loci til et annet [68]. IS element baerer ingen fenotypiske markerer, i
motsetning til starre mobile genetiske element (MGE) som transposon, integron og
genkassetter, eller genomic islands. Dersom IS eller transposoner flyttes inn i et annet gen, vil
genet som regel inaktiveres. Pafglgende gener nedstrgms som normalt ville blitt transkribert
pa samme mRNA blir ogsa inaktivert siden mutasjonen medfarer polaritet pa grunn av sine
transkripsjonsterminerende steder (sites). Dersom ngyaktig samme sekvens fjernes kan sann
reversjon skje. Navngivning av insertion mutasjoner begynner med navnet pa genet som har
fatt insertion etterfulgt av :: (to kolon) og navnet pa den innsatte sekvensen. Konstruerte gener
far pa samme hvis navnet fra genet som insertion befinner seg i, men med Q (greske
bokstaven omega,) etterfulgt av :: (to kolon) og navnet til den innsatte sekvensen.

Antibiotikaresistens kan ogsa oppsta ved mutasjoner som inaktiverer gen som er
involvert cellulere prosesser som styrer opptak av antibiotika over cellevegg (for eksempel
poriner) eller der genproduktet er ngdvendig for a gi effekt av antibiotika (for eksempel
prodrug-aktivering). Inaktivering av genet rdxA gjer den mikroaerofile Helicobacter pylori
resistent mot metronidazol. RdxA aktiverer den baktericide effekten av metronidazol, men i
motsetning til sine homologe nitroreduktaser i anaerobe arter (pyruvat:ferredoxin
oxidoreduktase system) sa er ikke rdxA essensiell for H. pylori og resistens er ikke uvanlig
[69].

Suppresjon av mutasjon

Suppresjon av effekten av en mutasjon kan oppsta pa forskjellige mater og ligner
fenotypisk en reversering. En type suppresjonsmutasjon kan skje innad i den muterte
gensekvensen som gjenoppretter funksjonen av genproduktet, for eksempel ved en ny

frameshift-mutasjon som gjenoppretter leserammen eller en ny aminosyresubstitusjon som
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gjenoppretter genproduktets funksjon. Andre suppresjonsmutasjoner kan oppsta i andre loci
0g gjenopprette en mutert funksjon. En viss toleranse for nonsense mutasjoner kan nonsense
suppressor tRNAene gi. Disse er funksjonelle tRNA, men med komplementere bindinger til
nonsense kodonene (UAA/UAG/UGA) og kan hindre terminering av proteintranslasjon som
falge av et uriktig plassert nonsense kodon i en mutert sekvens. Kompensasjonsmutasjoner
kan kanskje ogsa kalles suppresjonsmutasjoner som demper den biologisk kostnaden som kan

folge ved ervervelse av antibiotikaresistens.

Horisontal genoverfaring

Horisontal genoverfgring (HGT) mellom bakterier muliggjer evolusjonere
kvantesprang [70] der “klar-til-bruk™ resistensgener spiller en sentral rolle i utviklingen av
klinisk resistente patogener. Bakterier trenger som kjent ikke a fusjonere flere celler med
pafalgende genetisk rekombinasjon for viderefaring av sin art [71]. Nye generasjoner
kommer direkte fra biner celledeling, med replikering av hele det bakterielle kromosomet,
og eventuelle tilstedevarende plasmid har i tillegg egne strategier for vertikal viderefaring.
Morcellen blir slik til to nye datterceller der begge har kopier av det opprinnelige
arvematerialet. Forskjeller kan oppsta ved mutasjoner eller dersom plasmid mislykkes i a
fordele seg til begge dattercellene. Plasmider kan overfares fra en donorcelle til en plasmidfri
resipientcelle gjennom HGT. Dette gir grunnlag for rask bakteriell evolusjon som i forhold til
mutasjoner kan introduserer en bakterie for nye gen over 10 000 ganger raskere [72]. Den
horisontale arveligheten blant prokaryoter er derfor av spesiell betydning for adaptiv
evolusjon [73] og den naturlige promiskugsiteten bakteriell HGT tillater gjor at lokalt
tilpassede (adaptive) gen har mulighet til & spre seg over store fylogenetiske avstander, bade
mellom arkebakterier, Gram-positive og Gram-negative, og i noen tilfeller mellom
prokaryote og eukaryote celler [74]. En tilpasning av slektstreets struktur iberegnet HGT
sammenkobler deler av grenene i ’livets spindelvev’ [75]. Ratene for HGT blant naturlige
populasjoner er omdiskutert, men selv lave frekvenser for HGT gker den genetiske
variasjonen i bakteriearter [73], kanskje som en felge av at skadelige mutasjoner i mindre
grad viderefgres via HGT enn adaptive mutasjoner [53] noe som igjen gir raskere
akkumulering av funksjonell variasjon nar de introduseres i nye genetiske bakgrunner.
Gunstige mutasjoner som har oppstatt i flere individuelle bakterier i kan slik samles gjennom
HGT [73] og gen med naturlig funksjonell tilhgrighet har tendenser til & samles i operon og
genetiske gyer (G@) [53].
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HGT kan ogsa bevare en del av det genetiske mangfoldet i situasjoner kjent som
selektive sveip (selective sweeps) eller periodisk seleksjon, der en mutant eller en
nyankommet stamme med hgyere fitness tar over og erstatter en opprinnelig populasjon. Ved
en hgy grad av seksuell isolasjon vil klonal overtakning erstatte alle allelene i den
opprinnelige populasjonen dersom ikke noe tas opp gjennom HGT av hgy-fitness klonen [73].
Periodisk seleksjon eller selektive sveip der en antibiotikafglsom stamme erstatter en
antibiotikaresistent populasjon kan gi en form for reversering av resistens i en populasjon.
HGT kan forhindre tap av genetisk variasjon som en fglge av selektive sveip, og kan slik
viderefare adaptive gener inkludert resistensdeterminanter, dersom disse er lokalisert pa
mobile genetisk element (MGE) [76].

Ved & tilegne seg DNA fra naboceller kan bakterien fa muligheter til & utvide sin
gkologiske nisje [73]. Nisjeekspansjon kan gjgre at bakteriene unngar direkte konkurranse
om de samme ressursene [71]. Klinisk relevant nisjeekspansjon kan oppsta nar normalt
uskadelige bakterier blir patogener ved opptak av virulensgen [70, 71]. For tilfellet der HGT
gir bakterien muligheter til & entre en patogen livsstil, vil den nye nisjen kunne stimulere til
ervervelse av enda flere patogenisitetselement [71] og trolig ogsa andre gen som kan gke
overlevelsesevnen, for eksempel gen for antibiotikaresistens.

| forbindelse med antibiotikaresistens er det bekymringsverdig at
resistensdeterminanter som eksisterer i normalfloraassosierte, kommensale organismer kan
overfares til mer patogene stammer [73]. Hagy grad av persistens for resistensmekanismer i
normalfloraen [59] og et enormt mangfold av resistensmekanismer [77] bidrar til at
potensielle patogener kan passere (ogsa asymptomatisk) gjennom gastrointestinalsystemet
relativt hurtig (i lgpet av 24 — 48 timer) og erverve resistensmekanismer pa veien [47].
Normalfloraen i gastrointestinalsystemet kan fungere som et reservoar av resistensgen [47]
og er blitt sammenlignet med <<bakterienes svar pa eBay>>> [47]. Gendelingen mellom
bakteriene som oppholder seg i gastrointestinalsystemet er videre ogséd omtalt som (...) ad
libitum: it’s a bordello down there” [18]. Kompleksitetsgraden for ssmmenhengene i
spekteret fra godartete interaksjoner mellom vert og normalflora til klinisk relevante
patogener og mobilitet av antibiotikaresistens understreker viktigheten av grunnforskning

som kan belyse hvilke muligheter som finnes for nye lgsninger av terapeutisk verdi.

¥ eBay rommer et enormt utvalg av splitter nye 2ndhand” produkter
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Transformasjon

Naturlig transformasjon av bakterier forutsetter at bakterien har competence-
egenskaper, som er mekanismer for opptak av fritt ekstracelluleert DNA. Mer enn 70 stammer
[78] eller om lag 1% av kjente prokaryotiske arter [68], er kjent for & ha naturlig competence
og inkluderer ogsa flere patogener [68, 78]. Opptak av ekstracellulert DNA medieres av 20 —
50 proteiner i slekt med type 1V pili, type 1l eller type IV sekresjonssytemer [55] og kan ta
opp (translokere) DNA over celleveggen. Flere arter har en form for sorteringsmekanisme for
ekstracelluleert DNA pa bakgrunn av homologi og tar fortrinnsvis opp DNA kun fra
beslektede kilder [78]. DNA kan gjenkjennes med signalsekvenser (DNA uptake sequence
(DUS) eller uptake signal sequence (USS) [55, 68, 78]). Sekvensene bestar av repeterte motif
mellom 9 — 11 bp lang [68] og finnes spredt rundt i hele kromosomet til arter som Neisseria
gonorrhoeae og Haemophilus influenzae [55, 78] med 4 — 5 kb mellomrom [68] slik at
sannsynligheten er stor for at signalsekvensen er tilstede i DNA fragmenter av en hvis
starrelse [55].

For noen arter slik som Streptococcus pneumoniae er competence sekvensuavhengig,
men tidsbegrenset [78] og koordinert av peptidbaserte feromon [79, 80] som reflekterer
faktorer som vekstforhold, tilgang til naeringsstoffer, og celletetthet som kan signaliseres av
feromoner og quorum-sensing [68]. Andre arter som tar opp DNA pa tvers av slektskap er
blant annet Helicobacter pylori, Acinetobacter spp. [78], Bacillus subtilis, Pseudomonas
stutzeri [81].

Bakteriene har flere mulige nytteverdier av a ta opp ekstracellulzert DNA [78]. To
radende ikke-ekskluderende modeller eksisterer: DNA som tas opp fra omgivelsene kan
brukes som en kilde til mat eller til brukes som bakterienes “’sex’: reparasjon av skadete gener,
ervervelse av nye gener, eller for & gke det genetiske mangfoldet [78]. Nar aktivt opptak
involverer en omdanning av doublestranded DNA (dsDNA) til single-strandet DNA (sSDNA)
betyr det at halvparten blir igjen utenfor cellen, som i alle tilfeller reduserer nytteverdien av a
ta opp DNA som mat [78]. | mange tilfeller beskyttes sSDNA mot nedbrytning ved binding til
SSB og RecA [78] som ogsa gker sannsynligheten for ivaretakelse og integrering i
eksisterende genstrukturer [78].

Det kan veere at DNA som tas opp brukes til forskjellige ting, avhengig av bakterie
(art) og integriteten til DNA. Forutsetningene for aktivering av competence kan variere
mellom ulike arter og reflekterer ofte fysiologiske tilstander, for eksempel Streptococcus
pneumoniae aktiverer competence ved hgye nok konsentrasjoner av spesifikke feromoner

Arter innen slektene Acinetobacter, Deinococcus og Neisseria viser competence gjennom hele
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logaritmiske vekstfase, mens Bacillus subtilis viser competence ved inngangen til
stasjonerfase [78], med unntak av Neisseria gonorrhoeae og N. meningitidis som konstitutivt
uttrykker competence gener [78]. Tilstedevaerelse av ekstracellulert DNA synes ikke & ha
noen direkte innvirkning pa competence aktivering [78].

Nytteverdien av den genetiske informasjonen som tas opp kan hende varierer med
integriteten av det ekstracelluleere DNA. Man regner fragmentert og gdelagt DNA som en
viktig naringskilde for bakterier [82], og det kan det veare sa mye som 14 500 tonn DNA som
flyttes i sedimenter fra elvestrammer hvert ar [82]. Antagelig vil dette i stor grad stamme fra
nedbrytning av dgde celler. Noen arter, inkludert rundt 80% av gonokokker (som innehar den
genetiske gyen gonococcal genetic island (GGI) [78]) donerer DNA ved aktiv sekresjon [68].
Andre kilder til DNA i omgivelsene er fra DNA inkorporert i ekstracelluleere vesikler [83], og
DNA som inngar i biofilmstrukturer [68].

Hastigheten for nedbrytning av nakent DNA i miljget avhenger av hvordan de
fysiologiske omgivelsene bidrar med reaktive kjemikalier, tungmetaller, UV straling og
nukleaser som kan bryte ned DNA [68, 72]. Adsorpsjon til kolloide partikler i leire og sand
kan gke stabiliteten av nakent DNA [72], og DNA omsluttet av en proteinkappe har god
stabilitet [72]. Nedbrytningshastigheten kan pavirkes av cellulaere nukleaser i cytoplasma fra
lyserte celler frigjort ssmmen med DNA [82]. Nukleaser i kroppsvasker og blod kan ogsa
bryte ned DNA fra lyserte bakterieceller [68].

Til sammen bidrar de biokjemiske, kjemiske og fysikalske prosesser til at fritt DNA i
miljget for det meste er <100 bp [82]. Starre DNA (>10000 bp) er kjent for & kunne gi
transformasjon [82], men transformasjonspotensialet til veldig korte DNA fragment er likevel
tilstede og kan skje ved RecA—uavhengig inkorporering i lagging-strand under DNA
replikasjon [82]. Transformasjon forutsetter saledes ikke at donor og resipient ma veere til

stede i samme tid og i samme rom [82].

Konjugering og transduksjon

Til forskjell fra transformasjon som innebarer aktivt opptaks av fritt DNA hos
resipienten, er overfaring av DNA gjennom konjugeringssystem knyttet til egenskaper hos
donorcellen. Ved konjugering overfares DNA fra donorcelle til resipient og medieres av en
celle-til-celle kontakt og en porestruktur som DNA kan passere igjennom [68]. Den tredje
maten for horisontal genoverfaring (HGT) er gjennom transduksjon der feilpakking av
bakteriofager med bakteriegener gjar at de overfgres med viruspartikkelen til en ny bakterie

(resipient) [72]. Konjugering er en spesielt effektiv overfaringsmekanisme for relativt sma
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genetiske element [68] (1 kb — 100 kb). Plasmid og integrative konjugative element (ICE),
ogsa omtalt som konjugative transposon kan spleises ut av kromosomet og mobiliseres for
konjugering [68]. Konjugasjon i Gram-negative bakterier avhenger av en sammensatt gruppe
pa om lag 15 - 20 proteiner som er bestemt av tra (transfer) gener som star for overfgringen
av DNA. For selv-mobiliserende konjugative element (enten plasmid eller integrative
konjugative element (ICE) / konjugative transposon) ma komponenter for bade mating-pair
formation (Mpf) og DNA transfer and replication (Dtr) vere aktive, og disse kan ogsa
mobilisere plasmid som mangler Mpf, men som har Dtr komponenter (relaxaser) som
gjenkjennes av koblingsproteinene til et sameksisterende selv-mobiliserende element [84].

Mpf systemet holder cellene samlet og kommuniserer via coupling proteiner til Dtr
systemet om etablering av celle-til-celle kontakt. Mpf systemet bestar av pilus,
poreformasjoner som DNA passer gjennom, og coupling-proteiner som gjenkjenner
kompatible relaxaser basert pa signalsekvenser i relaxasens aminosyrekjede. Pilusformasjon
hos Gram-negative bakterier er naert beslektet med type IV sekresjon [68].

Dtr systemets relaxase kutter en av DNA tradene i et omrade (nic) og relaxasen
sammen med resten av relaxosomet bruker helicaseaktivitet til & overfgre en trad single
stranded DNA (ssDNA) til resipienten, mens den andre traden blir igjen i donorcellen. Nar
relaxasen og den ene traden (ssDNA) er overfart, resykliseres i tilfellet med plasmid, DNAet
og primasene i den nye verten, eventuelt overfart fra donor, (eller pa annet hvis) lager
primere som kan initiere polymeriseringen tilbake til double stranded DNA (dsDNA).

Integrative konjugative element (ICE) som er lokalisert i bakteriens kromosom kan
spleises ut fra en bakteries kromosom, uten & ta med seg kromosomale gener, overfare en
kopi (ssDNA) via konjugering pa samme hvis som selvmobiliserende plasmid, for siden a
integreres inn i resipientbakteriens kromosom, gjennom en site-specific rekombinasjon. Noen
ICE (konjugative transposon) er promiskugse og kan inneha resistensdeterminanter.

Mobiliserbare plasmid koder for funksjoner som trengs for mobiliserbarhet utenom
Mpf systemet som gjer at de ikke er selv-mobiliserbare, men trenger et annet selv-
mobiliserbart konjugativt element tilstede, med koblingsproteiner som gjenkjenner relaxasen
til det mobiliserbare plasmidet. Et oriT omrade som korresponderer til tra genene til
selvmobiliserbare konjugative element, i tillegg til det mobiliserbare plasmidets eget Dtr
system, gjor at mobiliserbare plasmid kan fa “haik” ved overfaring av selv-mobiliserende
konjugative element. Dtr systemet og oriT omradet til mobiliserbare plasmid kalles mob

genene og mob omradet, men har tilsvarende funksjoner som for selv-mobilserbare element.

37



Konjugeringsmekanismene for plasmid i Gram-positive bakterier baserer seg ogsa pa
cis-aktive oriT sekvenser og et Mpf system (som ha en enklere oppbygging enn systemene
for de Gram-negative pa grunn av forskjellene i celleveggoppbygningen,) men finnes i flere
variasjoner.

Hos enterokokkene er ogsa noen av plasmidene promiskugse [68], men mest kjent er
feromoninduserte plasmidene. Dette systemet baseres pa at plasmidfrie kompatible
resipienter skiller ut spesifikke feromon som tiltrekker seg bakterier med bestemte plasmid.
Donorceller som har et feromonindusert konjugativt plasmid starter konjugering som en
respons pa at plasmidfrie resipienter skiller ut et feromon som er spesifikt for det aktuelle
plasmidet. Feromonproduksjonen for det aktuelle plasmidet opphgrer etter at resipienten har
mottatt plasmidet. Peptidferomonene begrenser hvilke bakteriestammer som er potensielle
resipienter [68]. Noen patogene arter slik som Staphylococcus aureus er kjent for & kunne
erverve plasmidkodet resistens gjennom utskillelse av feromon for tiltrekning av
enterokokkplasmid. Glykopeptidresistens (vankomycin) er en spesielt uheldig resistenstype
som dersom den erverves av methicillin/ multiresistente S. aureus (MRSA,) kan gi
infeksjoner som vanskelig lar seg behandle [68].

Plasmidene er ekstrakromosomale replicons (genetiske element som kan replikeres
autonomt; i motsetning til ICE som ma replikeres sammen med kromosomet). Plasmidene
arves vertikalt og er mange er i tillegg horisontalt overfarbar, og spiller dermed viktige roller
i spredning og evolusjon av adaptive tilpasninger inkludert egenskaper som gir
antibiotikaresistens.

Miljget i en gkotype og tilhgrende supergenom kan vare viktig for evolusjonen av
bakterien, og fellesgenene (common gene-pool) kan veere sterkt knyttet til miljget i en
gkotype [72]. En gkotype kan ogsa defineres som rekkevidden for kloneovertakning og
selektive sveip [76]. Under selektive sveip kan plasmid unnga utrydding ved & overfares til
invaderende kloner [76], noe som kanskje vil bidra til at plasmidene forblir
gkotypespesifikke med variasjoner i felles genene i ulike gkotyper. Konjugative plasmid kan
pendle mellom bakterier med lokale tilpasninger for en spesifikk gkotype og opprettholde
flyt i supergenomet [72] (og forflytte mobiliserbare plasmid uten egne ovefaringsgener.)
HGT kan derfor veere en viktig forklaringsmodell for hvordan bakteriekromosomene er blitt
sd kompakte siden en fjerdedel av bakteriens genrepertoar godt kan finnes lokalisert pa flere
(~20) ekstrakromosomale element [72]. Nar en bakterie mister et plasmid (curing) som har

resistensdeterminanter kan det i praksis skje en revertering tilbake til sensitiv fenotype.
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Kjennskap til mekanismene som bidrar til stabiliteten av plasmidene danner et
grunnlag for forstaelse av eksistensvilkarene for plasmidene [76]. Genetiske element som
sprees utelukkende vertikalt ssmmen med vertsorganismen vil gke i frekvens dersom
elementet samtidig gker vertsorganismens fitness [85]. Pa samme vis kan mer egoistiske /
parasittiske plasmid som baserer seg hovedsakelig pa HGT i sterre grad tolerere reduksjon i
vertscellens fitness sa lenge overfaringsraten overstiger raten for tap av elementet som falge
av segregering eller redusert vekstrate i vertscellen [85]. Dersom det genetiske elementet
sprees uavhengig av vertscellens reproduksjon vil det gke i frekvens sa lenge
vertsorganismen er i stand til & spre elementet [85].

Resistensfrekvens i bakteriepopulasjoner der resistensdeterminantene er lokalisert pa
plasmid (omtalt heretter som R-plasmid) avhenger av hvor ofte R-plasmidet klarer a
overfares horisontalt og vertikalt i bakteriepopulasjonene. Mekanismene plasmidene tar i
bruk for vertikal viderefgring varierer gjerne om plasmidet finnes i mange kopier i en celle
(high copy number > 100 kopier), middels (10- 50 kopier) eller er stabilt med bare noen fa
kopier (low copy number 1 — 5 kopier) [86]. Plasmid som det bare finnes noen fa kopier av
ma sikre seg fordeling til begge dattercellene med egne partitioning system, mens plasmid
med mange kopier vil med hgyere sannsynlighet havne ved tilfeldig fordeling i begge
dattercellene. Konjugative plasmid har som regel egne partition mekanismer og eksisterer i
relativt fa kopier.

Plasmid med mange kopier er av spesiell betydning for resistensevolusjon. For i
praksis vil flere kopier av et gen fare til hayere mutasjonsrater og stgrre sannsynlighet for
adaptiv evolusjon, pa linje med genduplikasjoner i bakteriens kromosom [72]. Det finnes
flere ulike mekanismer for regulering av antall plasmidkopier som dannes per bakteriecelle
(replikasjonskontroll). Hurtig replikering til optimalt antall kopier kan medieres gjennom
proteinbaserte reguleringsmekanismer som pavirker antall plasmid i en bakterie, siden disse
i tiden rett etter at plasmidet entrer en ny vertscelle, vil gi deregulert replikasjon inntil
konsentrasjonen av nydannede kontrollprotein igjen kan pavirke replikasjonen [72].

Dersom flere plasmid bruker samme mekanisme for replikasjonskontroll, vil summen
av alle plasmidene bli den samme som et plasmid alene ville hatt. Da gker sannsynligheten
for at det blir en ujevn fordeling og til sist vil noen av dattercellene miste et av plasmidene
(curing). To plasmid sies a veere i samme inkompatibilitetsgruppe dersom de ikke kan stabilt
sameksistere i samme bakteriecelle. Ogsa plasmid med samme type partitioning system vil
tilhgre samme inkompatibilitetsgruppe og ujevn fordeling til dattercellene farer til curing.

Likevel kan plasmid som er i samme inkompatibilitetsgruppe sameksistere for en tid dersom
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det er sterk seleksjon for determinanter pa begge plasmidene (for eksempel
antibiotikaresistens). I tillegg er plasmid ofte utrustet med dedikerte rekombinaser som bidrar
til plasmidstabilitet ved & kunne lgse opp eventuelle multimerformer og catenener
(kjededannelse) som kan oppsta under replikering.

Reguleringsmekanismer kan hindre mer enn en overfgring av den samme typen
plasmid til samme bakteriecelle. Forbigaende hgye konjugasjonsrater fra vertsceller som
nylig har mottatt plasmidet farer til en hurtig spredning av plasmid gjennom en tidligere naiv
populasjon. Entry exclusion mekanismer fra plasmid forhindrer cellen i a ta i mot flere kopier
av plasmid med samme ekskluderingsmekanismer.

Biologiske kostnader for plasmid kan reduseres ved en co-evolusjon i vertscellen der
andre deler av bakteriens genetiske bakgrunn gir kompensasjonsmutasjoner [76]. Initiale
kostnader for gener ervervet gjennom HGT kan komme av de fysiologiske forstyrrelsene ved
introduksjonen av flere nye biokjemiske synteseveier [58].

Plasmid i likhet med andre genetiske element som er overfart ved konjugasjon og
transformerte DNA, entrer resipientcellen i SSDNA-form. @kte intracellulaere konsentrasjoner
med ssDNA er ogsa et fysiologisk tegn pa DNA skader som kan oppsta ved problemer med
DNA replikasjon. RecA er en rekombinase som trolig har bindingskapasitet for til sammen tre
DNA-trader, og danner initialt heliksformede filament med ssDNA som “skanner” dsDNA for
homologe omrader, og fasiliterer homolog rekombinasjon [87]. Hovedfunksjonene til RecA er
i reparasjon av skadet DNA der replikasjonsgaffelen har last seg og stoppet opp [87]. Hayere
konsentrasjoner av ssDNA tyder pa massive, omfattende DNA skader og farer til aktivering
av SOS respons, ved at sSDNA/RecA nukleofilament gir autoproteolyse av
transkripsjonshemmeren LexA [87]. Dissosiering av LexA starter transkripsjon av SOS-
respons genene. Funksjoner for & hindre aktivering av SOS-respons kan motvirke at plasmidet
rekombinerer med kromosom eller andre replikon og gke plasmidets stabilitet, siden den gkte
rekombinasjonsraten etter aktivering av SOS-respons kan er en potensiell trussel for
plasmiders autonome replikasjon, siden rekombinasjon med andre genetiske element kan fore
til tap av replikasjonskontroll og integritet av plasmidstrukturen [72]. Plasmidkodete faktorer
som hindrer aktivering av SOS respons gir gkt stabilitet for plasmidet [72].

De viktige rollene plasmidene har i spredning av adapsjoner til bestemte gkotyper
gjer plasmidene betinget fitnessgkende, og det vil ogsa vaere miljg der det ikke er seleksjon
for de adapsjonene plasmidet gir og bakteriecellen vil klare seg best uten [58]. Plasmid kan
betraktes som genetiske symbionter, som tidvis ogsa medfarer biologisk kostnad og

parasitterer sine mikrobielle vertsceller [58]. Flere “superegoistiske” lgsninger kan endog
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sgrge for ivaretakelse av plasmidet. En av de mest igynefallende mekanismene er plasmid
addiction systems/ post-segregational killing (PSK) der toksin-antitoksin (T-A) moduler pa
plasmidet sikrer at celler som har mistet plasmidet ikke overlever [44, 71]. Antitoksinet
degraderes raskere enn toksinet, som vil gi ulemper for en cured bakterie nar den eventuelt
slipper opp for antitoksin [44]. Egoistiske / parasittiske plasmid kan vedvare dersom
konjugeringsraten er hgy nok til & veie opp for plasmidtap gjennom negativ seleksjon pa
vertscellene og plasmidtap ved segregering [58, 76]. Plasmidfrie individuelle celler kan i
spesielle tilfeller dra fordeler av sine plasmidbarende naboceller uten selv & matte bruke
ressurser pa plasmidet. Dersom gunstige effekter nar ut til ekstracellulere rom, i form av en
type fellesgoder [88], kan infeksigs spredning av plasmidet refordele eventuelle kostnader
knyttet til produksjonen av for eksempel sekresjon av B-laktamaser [88].

Ekstra kostnader for selvstendig replikerende ekstrakromosomale elementer kan gjare
at plasmidkodete gen som opplever en stabil positiv seleksjon vil tjene pa a flyttes inn i
bakteriens kromosom. Miljgforandringer i en gkotype eller selektive sveip av en invaderende
hay-fitness klone opprettholder HGT—funksjoner for MGE [76]. Det er antagelig omfattende
intracelluleer genutveksling mellom kromosom og plasmid [53] og i statiske miljg vil
fitnessgkende plasmid miste sin semiautonome natur og de nyttige genene blir a flyttes inn i
kromosomet som av og til gir opphav til genomiske gyer (G@) [76, 88]. Klonal overtakning
og selektive sveip bidrar til at plasmidenes mobilitet bevares [76].

Ivaretakelse av horisontalt overfgrte gener

For alle DNA molekyler introdusert gjennom HGT vil det vaere enkelte likheter blant
prosessene som avgjar hva som skjer videre med det mottatte DNA molekylet. En mulighet
er at DNA molekylet brytes ned pa en mate som gjer at informasjonen i basesekvensene gar
tapt [68]. I slike tilfeller vil introduserte resistensdeterminanter forsvinne. Vedlikehold og
bevarelse av informasjonen i de overfgrte genene er avhengig av at det introduserte DNA-
molekylet farst unngar nedbrytning [74]. Bakterier har beskyttelsesmekanismer mot
potensielt skadelig DNA for eksempel fra bakteriofager. Restriksjons — modifikasjons (R—M)
systemene bestar av endonukleaser som gjenkjenner definerte sekvenser pa mellom 5 og 8
basepar (bp) [74] og bryter kovalente bindinger i DNA-molekylets ryggrad og gir kortere
DNA fragmenter som enklere kan degraderes videre av eksonukleaser [74]. R—M system har
starre betydning for dsSDNA som mottas for eksempel gjennom transduksjon via

bakteriofager, enn for ssDNA fra konjugasjon og transformasjon [68] som ogsa kan
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stabiliseres av single-stranded binding proteins (SSB) [74]. Mottatt sSSDNA som gjendannes
til dsDNA vil i stgrre grad kunne pavirkes av R—M systemene [68]. Antirestriksjons-
mekanismer kodet pa introdusert DNA kan gi gkt beskyttelse mot vertens R—M system [72].

For stabil viderefaring ma mottatte DNA kunne replikeres. Dersom det mottatte
DNAet er fra et plasmid vil resirkularisering og resyntese av den andre DNA-traden kunne
gjenopprette autonom replikering.

Integrering ved homolog rekombinasjon er spesielt aktuelt for transformert DNA og
kan skje mellom de nye genene og mottagerens genom dersom regioner pa 25 — 200 bp viser
hgy grad av homologi (>75%) og utveksling av DNA strenger (strand exchange) stabiliseres
av basepardannelse [68]. Rekombinasjonsfrekvensen avtar med gkende grad av divergens
[68, 81] som en fglge av at homolog rekombinasjon (HR) mellom to DNA-molekyl som
regel er RecA mediert og begrenses av mismatch-repair (MMR) system som farer til
avtagende (log-linezre) rekombinasjonsrater ved gkte sekvensforskjeller [81]. Dersom det
mottatte DNA-molekylet har omrader med sekvenslikheter (homologi) pa mer enn 200-300
(gjerne ~1000) nukleotider [81], men ellers er heterolog i forhold til resipientens DNA, kan
homologifasilitert ikke-homolog/illegitimate rekombinasjon (HFIR) skje, men ~100 ganger
sjeldnere enn for *vanlig’ homolog rekombinasjon (HR) [81]. HFIR kan introdusere
heterologt DNA mer effektivt enn ikke-homolog (illegitimate) rekombinasjon (IR) som trolig
~100 ganger sjeldnere enn HFIR [81]. Homologifasilitert dobbelte ikke-
homologe/illegitimate rekombinasjon (HFDIR) er ogsa beskrevet [81], og fasiliteres av et
homologt omrade med heterologe sider [81]. Ikke-homolog (illegitimate) rekombinasjon (IR)
er av mindre praktisk betydning tatt i betraktning hvor sjeldent det inntreffer [68]. Dersom
translokert DNA er flankert med sekvenslikheter pa begge sider, skjer integrering oftere og
kan involvere elementer pa flere kb [68]. Additiv integrering er vanligst mellom to sirkulere
DNA eller sirkuleert DNA inn i bakteriens kromosom [68]. Rater for additiv rekombinasjon
gker ved sekvenshomologi >25 bp og opp til et plata ved 200 bp [68] og det er mulig at
additiv integrering av sirkulare genetiske element skjer relativt hyppig [68].

I en bakterie kan gener bevege seg mellom forskjellige replicons. De molekylzre
verktgyene for genmobilitet er rekombinaser som bidrar til homolog rekombinasjon, og
resolvaser (som gir resolution av Holliday junctions), samt homologiuavhengig site spesifikke
rekombinaser / transposon, og integraser [72]. Genomdynamikken i en bakterie kan endre seg
som faglge av manglende DNA-reperasjonsfunksjoner [55], og de gkte rekombinasjonsrater
kan gi hypermutatorer tilgang til andre deler av fellesgen-bassenget [68]. Homologiuavhengig

site spesifikke rekombinaser (transposaser og integraser) [72] gker mutasjonsraten ved &
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mobilisere transposable elementer [50]. Antibiotikaeksponering har vist seg a kunne
mobilisere resistensgen. | et tilfelle er det beskrevet en samtidig stimulering av uttrykk og
overfaring av tetrasyklinresistens fra RteA-RteB systemet ved eksponering til tetrasyklin [47].
Ivaretakelse og persistens av horisontalt overfgrte gen avhenger i tillegg av at
genproduktet er funksjonelt i resipientens genetiske bakgrunn [74], kanskje ogsa fordi
ubrukte gen ikke vil oppleve en positiv seleksjon og etter en tid vil bli fjernet [51, 71].
| falge kompleksitetsteorien vil den evolusjonare hastigheten for hvor raskt et gen vil
forsvinne fra en populasjon, avhenge av hvor komplekse interaksjonene til genproduktet er
[51]. Hastigheten av prosessene for integrering av ett enkelt gen inn i et regulatorisk
interaksjonsnettverk styres av hvor mange partnere genproduktet har i nettverket [51] og vil
mest sannsynlig innta en perifer plass [51]. Forskjellen i kompleksitetsgraden til
genproduktene fra kjernegenene og tilleggsgenene samsvarer med fylogenetiske slutninger
om HGT-ratene for kjernegen og tilleggsgen (kjernegen overfares sjeldnere) [89]. Gener for
produkter med fa interaksjoner fjernes ogsa lettere fra bakteriens genom [51]. Hurtig
funksjonsoppnaelse, integrering og ivaretakelse muliggjgres dersom overfart DNA
inneholder komplette operoner [51]. Gen som har funksjoner som naturlig hegrer sammen kan
samles i operoner (selfish operon theory [53]) pa mobile genetiske element, noe som gker
sjansen for vellykket integrering i en resipient [53]. Genomic islands — genomiske gyer (GQ)
er mobile genetiske element pa 10 — 100 kb som med sin starrelse og mobilitet
muliggjer “evolusjon i kvantesprang” ved 4 integrere potensielt radikalt adferdsendrende
determinanter i bakterielle kromosom [70]. Avhengig av hva slags gkotype bakterien
befinner seg i, samt den genetiske sammensetningen til den aktuelle G@ og bakteriens
genetiske kontekst (livsstil) vil funksjoner fra G@ kunne deles inn basert pa mulige
interaksjoner mellom bakterier og vert [70]. Symbiotiske G@ tjener begge parter,
saprofyttiske G@ gagner i hvert fall én og er ellers ganske ngytral, mens interaksjoner fra
patogenitetsayer (PAI) medferer kostnader for verten ved vekst av patogenet. For bakterier
som eksisterer fritt i miljoet er det gjerne snakk om gkologiske gyer [70]. Genomiske gyer
(G@) er eksempler pa bakterienes fleksible genrepertoar som har en oppsamling av
funksjonsrelaterte gen [53] og kan muliggjere nisjeekspansjon for resipientbakterier [90].
Utviklingen av resistens som en fglge av antibiotikaseleksjon er en form for
retningsbestemt utvikling, som kan visualiseres som en evolusjoner forflytning gjennom
bunnen av en dal, med lavere fitness og stgrre biologiske kostnader knyttet til resistens. Den
er retningsbestemt siden seleksjonspresset effektivt forhindrer viderefgring av bakterier som

forblir antibiotikafglsomme (unntaket kan veere persistere), og er omtalt som et klassisk
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cksempel for illustrasjon av Darwins evolusjonsteori "tilpass eller forga” [91].
(Konkurranseelementet som fremtones i ordlyden av dette sitatet som er kreditert Herbert
Spencer: ”Survival of the fittest”, er i mange tilfeller tonet ned i moderne forstaelser av
evolusjonsteori, der ngytrale elementer er inkludert [52], og nisjeekspansjon heller enn
konkurranse farer til et rikere mangfold og variasjon [71].) Den opprinnelige fitnesstoppen
som den antibiotikafglsomme villtype var assosiert med kan veere hgyere enn andre
fitnesstopper som ivaretar resistens. Likevel er sannsynligheten for retur tilbake til en hgyere
sensitiv fitnesstopp mindre for hver enkeltmutasjon som ma revertere for 8 komme tilbake til
utgangspunktet med sensitivitet. Sannsynligheten for reversjon minker ogsa i takt med
kompensasjonsmutasjoner som tilpasser organismen til resistensfenotype ved & gi organismen
en hayere fitnesstopp som pa samme tid kan ivareta resistensdeterminantene, men med
mindre kostnader [60].1 de tilfellene der reversjon av enkeltmutasjoner medfarer gkte
kostnader, sa blir den initiale gkte kostnaden for reversering en barrizere for spontan reversjon
av resistens [60]. Selv om reduksjon av fitness ville veert av en forbigaende natur og pa sikt
redusert kostnadene og gke fitness ytterligere er det ingen tilsvarende retningsbestemmende
seleksjon for reversering, slik som antibiotikaseleksjon innebarer for utvikling av resistens.
Sannsynligheten for ”sann” reversering er derfor lavere. For elementer ervervet gjennom
HGT kan det ogsa skje kompensasjonsevolusjon som gjennom kromosomale tilpasninger gker
fitness for bakterier med plasmid i forhold til tilsvarende plasmidfrie segretanter [92].

Prevalens av antibiotikaresistente bakterier i humanpopulasjoner

Man kan anta forskjellige mekanismer for reversering avhengig av om man ser pa
apne system eller lukkede system. | 4pne system kan resistente bakterier erstattes av
antibiotikafelsomme ved at en hoyere andel sensitive bakterier “fortynner ut” de resistente
bakteriene [58]. Blant dpne system regner man sma epidemiologiske enheter som blant annet
sykehus og sykehusavdelinger som sa lenge det tilfgrende miljget har lavere resistensfrekvens
[93] vil fare til en netto strem av antibiotikafglsomhet inn og resistens ut [58].

Resistens kan ngdvendigvis bevege seg begge veier, ogsa fra samfunnet og inn i sykehusene
[27] og det haye antibiotikaforbruket kan gjare at bakterier utvikler resistens mens pasienten
er pa sykehuset. Menneskets normalflora kan til en viss grad betraktes som et apent system
med en netto tilfarsel av antibiotikafglsomme organismer fra miljget, og der en del av
normalfloraen tilbakefgres til miljget [93]. Pasienter i en sykehusavdeling kan ogsa motta

resistente bakterier ved overfaring fra andre pasienter eller via helsepersonell.
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Epidemiologiske data fra sykehus har vist sammenfallende reduksjon av resistensfrekvenser
etter innfaring av retningslinjer for endret antibiotikabruk [27]. Tidsaspektet for reversering i
apne system kan veare mye bedre (uker — maneder,) enn for lukkete system, der reversering
avhenger utelukkende av biologisk kostnad og antagelig vil ta lengre tid (maneder — ar) [59].

Miljget og samfunnet utenfor sykehuset regnes som lukkete system siden migrasjon er
begrenset [58] og man kan forvente mindre fortynningseffekt. Potensialet for reversering i et
antibiotikafritt lukket system, avhenger av den biologisk kostnaden [58] og mutasjonsrater for
reversering. | en slik modell vil reduksjonen i resistensfrekvens ofte vaere omvendt
proporsjonal med kostnaden [93]. Fitnessgkende resistens, om enn sjelden, vil fare til gkte
resistensfrekvenser selv i fravaer av antibiotikaseleksjon [59].

Matematisk modellering gjer det mulig a teste hypoteser for interaksjonene mellom
komplekse og sammenhengende variabler [94] og er ngdvendig for & kunne utvikle
retningslinjer for antibiotikabruk pa bakgrunn av kvantitative antagelser for utvikling og
reduksjon av antibiotikaresistens [95]. Hvis det er forskjeller i seleksjonsprosessene mellom
forskjellige enheter for antibiotikaresistens (gen, genetiske plattformer, kloner, klonale
komplekser, arter) burde dette tas med i utviklingen av tiltak for infeksjonskontroll [96].

Matematisk modeller er blant annet presentert i Austin et al 1999 [97] som viser en
sammenheng mellom antibiotikaforbruk i primarhelsetjenesten og utviklingen av resistente
bakterier over tid. Funksjonen illustreres som en sigmoidformet kurve gitt der
resistensfrekvens beregnes over en tid nar det antimikrobielle seleksjonspresset holdes
konstant og antibiotikabruken er hgyere enn en minimumsverdi [97]. En dobling av
antibiotikaforskrivning vil halvere tiden det tar til & nd en gitt frekvens av resistente bakterier.
Antibiotikabehandling farer ogsa til en reduksjon i andelen personer som innehar et
antibiotikasensitivt mikrobiom [97]. Parametrene som illustrerer dimensjonene i bildet av
stabiliteten av resistensdeterminanter i en populasjon kan kartlegges ved empiriske

prospektive, retrospektive, og eksperimentelle studier i laboratoriet [98].

Eksperimentelle modeller for stabilitet av resistens i bakteriepopulasjoner

I hvilken grad observasjoner i laboratorieforsgk kan overfares til naturlige gkosystem, og
hvor godt de reelle fitnessparametrene gjenspeiles, er knyttet til en del usikkerhet [48].
Dersom fitnessforskijeller kan observeres i laboratoriet vil det trolig ogsa finnes situasjoner i
bakteriens naturlige miljg der resistens pavirker fitness. Likevel sa kan observert

fitnessngytralitet i laboratoriet ikke utelukke at det finnes situasjoner i andre miljg der
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resistens har kostnader [48].For a beregne biologisk kostnad eksperimentelt, kan det veere
ngdvendig & modellere den aktuelle stammens naturlige adferd. Fitness er et mal pa et
mangfold av bakteriologiske egenskaper, sa kombinasjoner av flere in vitro modeller bar
brukes for & ansla kostnadene forbundet med ervervelse av resistens, avhengig av
organismens naturlige livsstil og vekstmate [99]. Bakteriens evner til overlevelse i miljget og
forhold som kan knyttes til bakteriens virulens og patogenisitet kan til en viss grad beregnes
med metoder som kvantifiserer grad av biofilmvekst, overlevelse i vann, hvor godt de taler
tarke, og planktoniske vekstrater [99].1 parvise konkurranseforsgk der isogene resistente
versus sensitive stammer konkurrerer om de samme ressursene kan fitness males som
reproduktiv suksess, og uttrykkes som den naturlige logaritmen av ratioen av celleantallet ved
start og slutt [100].

Ved a bruke kunnskaper om bakteriens naturlige miljg og foretrukne interaksjoner i ulike
gkosystem kan man lage modeller som best mulig bidrar til & gke var forstaelse om hva som

styrer persistens av resistens, og hva som trengs for at resistens skal kunne revertere.

Retrospektive undersgkelser av stabilitet av resistens

Det er liten kontrovers angaende sammenhengen mellom gkt antibiotikabruk og gkning i
resistens, og understattes av epidemiologiske studier som viser at gkt antibiotikabruk i et
geografisk omrade gir pafglgende regional gkning i resistensfrekvens [101].

Dersom gkt antibiotikabruk gir gkt resistens, vil da lavere forbruk gi lavere resistens?
Studier gjennomfart med tanke pa a undersgke dette sparsmalet er i stor grad unisone i sitt
svar. For eksempel en studie av sulfonamidresistente E. coli etter flere ar med tilneermet
forskrivningsstans av sulfamethoxazole i engelsk primarhelsetjeneste, viste det seg at det var
omtrent uten effekt pa sulfamethoxazolresistens i de kliniske isolatene undersgkt [102, 103].
Til tross for en tilneermet total stans i forskrivningen av sulfamethoxazole gkte frekvensen av
sulfamethoxazole resistente E. coli (MIC > 512 mg/L) med 6,2 % (fra 39,7%) i 1991 og til
(46,0%) i 1999 [103]. Forklaringsmodeller la vekt pad muligheter for en genetisk samseleksjon
som en av flere sannsynlig mekanismer, siden sulfonamidresistens ofte fantes sammen med
andre resistensfaktorer pa konjugative plasmid og/ eller sammen med integron [103].

Kompensasjonsmutasjoner som minsker kostnader for resistens har trolig utviklet seg
sammen med resistensmekanismene som har blitt selektert og disseminert over flere tiar, noe
som kan gjare reversering mer usannsynlig [103]. Hypotesen om at tidsperspektivet i studien
var for kort, ble ganske greit avkreftet av en oppfalgingsstudie fem ar senere [102].
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Hvor sannsynlig det er at en spredning fra et reservoar med sulfonamidresistente bakterier
som finnes i tilknytning med matdyrproduksjon og fiskeoppdrett kan ha pavirket
resistensfrekvensen i kliniske E. coli isolat er uvisst. Seleksjonspresset er nok likevel blitt
opprettholdt i en del bakterier assosiert med matdyr, siden det i 1998 ble omsatt 80 tonn
trimetoprim/sulfonamid for bruk i matdyr [103], som kan veere ~16 ganger mer enn det
forskrivningene i 1991 utgjorde (~5,1 tonn, beregnet fra den anbefalte minimums
behandlingstid og standarddosering for voksne og barn > 12 ar [104]). Det er flere bevis som

gir statte til antagelsen om en naer sammenheng mellom resistens hos menneskeassosierte
bakterier og antibiotikabruk i produksjonsdyr [105].

Noen studier har derimot vist en reduksjon av resistensfrekvens etter mindre
antibiotikaforbruk i deler av Finland og Island. Disse studiene er i ettertid knyttet til
usikkerhet om hvorvidt de resistente bakteriepopulasjonene egentlig ikke reverterte til
antibiotikafalsomhet, men heller ble erstattet av hgy-fitness sensitiv kloner [59].

Tilfellet med sulfonamider i UK representerer en sjeldent gylden mulighet for & kunne
studere effektene av at en hel antibiotikagruppe bratt fjernes og vedvarer over lang tid. Et
annet eksempel med en unik situasjon, er den som oppstod da en vekstfremmende substans,
avoparcin ble forbudt i matdyrproduksjon i Norge, Danmark og resten av EU-landene i lgpet
av drene 1995-1997 [106]. Avoparcin farer til kryssresistens med glykopeptider (vancomycin),
og til tross for en initial hurtig reduksjon av glykopeptidresistente enterokokker (GRE,) er det

dokumentert resistente subpopulasjoner med fortsatt vedlikeholdt resistens etter étte ar [106].

Prospektive studiedesign for undersgkelse av reversering av resistens

Det er ikke overveldende mange prospektive studier som belyser mulighetene til
reversering av antibiotikaresistens. Det ligger helt klart etiske implikasjoner i bunnen og i
praksis blir de etiske fordringene fortsatt det viktigste a ivareta. En studie som ble
gjennomfart i deler av det rurale Sverige, malte effekten av redusert trimetoprimforbruk i en
toarsperiode [59]. Metoden basertes pa frivillig forskrivningsstans av trimetoprimholdige
antibiotika og mesteparten av primerhelsetjenester og utvalgte sykehus bidro til & redusere
forbruket med 85% [107]. Studien ble vellykket gjennomfart i to nabokommuner med
sammenlignbar demografi, og basert pa manedlig data for antibiotikaforskrivning og
antibiotikaresistens i E. coli viste det ingen reduksjon av trimetoprimresistens [107].

En annen studie undersgkte persistens av makrolidresistente streptokokker i en
dobbeltblindet, randomisert placebokontrollert studie i Belgia [27]. Makrolidresistens gkte
initialt og var fortsatt signifikant hayere etter 180 dager i gruppen som fikk en enkelt
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behandling i forhold til placebo [27]. Andre prospektive studier har funnet makrolidresistente
enterokokker 1-3 ar etter en behandling [27], og makrolidresistente Staphylococcus epidermis
i 4 ar etter en enkelt behandling med klaritromycin og metronidazol [27].

@kt reduksjon i resistensfrekvens uten endret seleksjon

Hittil virker det som en gjennomgaende trend at persistens av resistensdeterminanter i
en persons normalflora i stor grad blir beskrevet som hovedsaklig lukket system, der
prevalens av resistens varierer mest som en falge av seleksjon (fitness, kompensasjon og
antibiotikaeksponering). Dette bildet nyanseres ytterligere i en studie som maler endring av
resistensdeterminanter i normalfloraen til en gruppe forsgkspersoner som inntar tilneermet helt
bakteriefri mat [108]. De finner at sterilisering av maten gir pafglgende reduksjon i
resistensfrekvens [108]. | hvor stor grad man kan se pa normalfloraen som et apent system,
der andelen av resistente bakterier som tilfares systemet er mest avgjgrende for resistensniva,
er ikke fastlagt, men antibiotikaresistente bakterier kan gjenfinnes i bade animalske og
vegetariske produkter. Endring av forekomst av disse i ulike mat og forkilder er en hittil lite

undersgkt tilnaerming til & redusere resistens blant kommensale bakterier.

Kryssresistens, genetisk sammenkobling og samseleksjon

Funksjonell gkning i seleksjonspress og gkt resistensutvikling fglger kryssresistens og
samseleksjon. Kryssresistens oppstar nar ervervete resistensmekanismer (mutasjoner eller
HGT) pavirker resistens mot flere antibiotika fra samme klasse slik som bredspektrede B-
laktamaser (som gir kryssresistens mot flere typer -laktamantibiotika) og mutasjoner i parC
og/eller gyrA som gir resistens mot alle fluoroquinolonene [96]. | denne kategorien er ogsa
pleiotropisk resistens som kommer av genetiske hendelser (mutasjoner eller HGT) som gir
opphav til resistens mot flere antibiotikagrupper [96]. Ervervelse av cfr genet gir pleiotropisk
resistens ved & kode for en metylase som pavirker ribosomene i koagulasenegative
stafylokokker og gir resistens til linezolid, kloramfenikol, linkosamid, streptogramin A og
pleuromutilin [96]. Desinfeksjonsmidler som triklosan brukes i mange husholdningsprodukter
som er bekymringsverdig med tanke pa kryssresistens til klinisk viktige antibiotika, spesielt til
tuberkulostatikumet isoniazid [109].

Samseleksjon er et fenomen som gker forekomsten av multidrug resistente (MDR)
bakterier [96] og skyldes at flere resistensgen er kovalent sammenknyttet i samme genetiske
element. Seleksjonen av et resistensgen med gir samtidig seleksjon av de andre genene pa

samme genetiske element, eller i samme bakterie. Det kan tenkes at samseleksjon i praksis
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potensierer det samlede seleksjonstrykket fra anvendte eller miljgforurensende antibiotika,
siden en type antibiotika i tillegg til & selektere for alle resistensmekanismer mot seg selv,
ogsa selekterer for alle resistensdeterminanter og andre gen i det samme elementet. | miljg
der bakteriepopulasjoner ofte blir utsatt for flere ulike antibakterielle seleksjonstrykk er
sjansene starre for at de bakteriene som allerede har resistensmekanismer vil bli selektert
[96] som fremskynder utviklingen av MDR bakterier. Samseleksjon resulterer i en prosess
som er omtalt som “genetisk kapitalisme” ~ der de rike (resistente) har en tendens til a fa mer
(flere resistensmekanismer) [96]. Samseleksjon kan hindre effekt av tiltak for & bekjempe
resistens med bruk av kombinasjoner eller syklisk bruk av antibiotika [96].

Resistensmekanismer mot flere vanlige antibakterielle desinfeksjonsmidler
(hypoklorittsyre, hydrogenperoksid, kvarternzere ammonimumforbindelser (QAC) og
klorheksidin) kan gi bade kryssresistens til antibiotika og samseleksjon med andre
antibiotikaresistensdeterminanter [109, 110]. Samseleksjon er spesielt aktuelt for QAC
resistens som sammen med sulfonamidresistens er en del av de konserverte segmentene i
klasse 1 integron. Resistens mot QAC medieres av efflukspumper tilhgrende the major
facilitator superfamily (MFS) eller the small mutlidrug resistance (SMR) family [110] (ogsa
omtalt i molekylare resistensmekanismer — effluks).

Samseleksjon oppherer ikke uten en fysisk modifikasjon av de genetiske elementene,
som kan skje inaktiverende mutasjoner slik som delesjonsmutasjoner ved rekombinasjon,

eller ved tap av plasmid (curing) ved plasmidmediert resistens.

dkoskygge

Konsekvensene av antropogen antibiotikabruk avhenger av kombinasjonen av seleksjon i
naturlige miljg som grenser til antropogene antibiotikakilder (antibiotikaforurensning), og
spredning av resistente organismer og resistensdeterminanter (resistensgenforurensning) [105].
Grad av eksponering for en gitt bakteriepopulasjon er i stor grad avhengig av hvor nart den er
til en kilde av antibiotika, som enten kan veare fra en antibiotikaproduserende organisme eller
nerhet til menneskeskapt forurensning [111]. Det antas at naturlig antibiotikaproduksjon fra
andre organismer (mikroorganismer) er forholdsvis liten, sammenlignet med den industrielle
produksjonen av antibiotika [18].

Det totale globale forbruket av antibiotika er det vanskelig a fa ngyaktige estimater pa,
men man regnet med i ar 2002 at det var et sted mellom 100 000 — 200 000 tonn per ar [59].
Befolkningsveksten fra 2002-2014 er pa rundt 1 milliard fra om lag 6 til 7 milliarder
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mennesker. Det er naerliggende a tro at den globale antibiotikabruken har gkt siden da og
fortsatt er gkende.

Beregninger for hvor mye antibiotika som brukes i veterineermedisin varierer kraftig og
er vanskelig a finne ngyaktige og palitelige statistikker over [105]. I en rapport fra Chile
hevdes det at veterineermedisinsk bruk av quinoloner ligger pa mellom 100-110 tonn, som er
mye mer enn de 10-12 tonnene med quinoloner som brukes i Chile for humanmedisin [105].
Inntrykket man kan fa er at veterineermedisinsk forbruk av antibiotika er hagyt, og kanskije
stemmer det at det bare er halvparten av den totale kommersielle produksjonen av antibiotika
som brukes innen humanmedisin [18].

@koskyggen til et antibiotikum avhenger av hvor i hvor stor grad den medierer en effekt
etter klinisk anvendelse. Faktorer som kjemisk stabilitet, grad av inaktivering som fglge av
human metabolisme eller inaktiverende enzym fra bakterier pavirker halveringstiden for
inaktivering av antibiotikumet. Bade humanmedisinsk bruk av antibiotika og bruk i
veteringermedisin gir tilfersel av uforandrete antibiotikamolekyler enten direkte i vann og
jordsmonn, eller til installasjoner for handtering av avlgpsvann, der mellom % og ¥
ekskreres uforandret fra dyr pa bas [105]. Resistensmekanismer som ikke inaktiverer
antibiotika, kombinert med kjemisk stabile molekyler som for eksempel tetrasyklinene [112],
og syntetiske antibiotika som fluoroquinolonene [105] vil fare til at mer aktivt antibiotika nar
ut til miljget.

Hydrologiske prosesser som sprer antibiotika til miljget rundt forskjellige typer jordbruk
og fiskeoppdrett har vist en sammenheng mellom antimikrobiell forurensning og hgyere
frekvenser av resistente mikroorganismer [113]. Disse prosessene kan ogsa spre resistens til
menneskeassosierte patogener [113]. Mulige transportveier som kan spre resistente bakterie

mellom antropogene Kilder og tilgrensende miljg er illustrert i figur 3 (fra Davies 2010 [18]).

Antibiotikaforurensning

Antibiotika i miljeet vil selektere for intrinsisk resistente organismer og HGT av
resistensdeterminanter [59]. Graden av antibiotikaeksponering pavirker hastigheten for
endringen av frekvensen av resistens i en bakteriepopulasjon. Andelen som har
resistensegenskaper gker ved gkende grad av seleksjon og seleksjonsgraden er
konsentrasjonsavhengig.

I hgye nok konsentrasjoner vil gkningen vare en direkte fglge av at den sensitive
subpopulasjonen har redusert konkurranseevne pa grunn av den selektive hemning av vekst

eller cellelysis. Haye antibiotikakonsentrasjoner kan gjenfinnes i miljg nart i avligpsvann og i
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jordbruksarealer der det brukes naturgjgdsel [105]. Haye antibiotikakonsentrasjoner kan
pavirke sammensetning, mangfold og struktur av naturlige mikrobielle populasjoner og
bakteriell fysiologi [105].

Ved veldig lave antibiotikakonsentrasjoner er det ikke alltid like apenbart hvordan
antibiotikaeksponering pavirker cellene (se figur 2, fra Andersson 2011 [58]), men veldig lave
antibiotikakonsentrasjoner har mange andre egenskaper enn veksthemming, inkludert roller

som globale regulatorer som kan pavirke hvilke gener som uttrykkes [114].

Sub-MIC seleksjonsvindu
—

Sensitiv

MSC

Ve kSt Resistent

Seleksjonsvindu

Antibiotikakonsentrasjon

Figur 2 — Sub-MIC seleksjonsvindu

llustrasjon av vekstrater for en sensitiv stamme (bl3) og en resistent stamme (rgd) under gkende
antibiotikakonsentrasjon. Sub-MIC seleksjonsvindu (lilla felt) er angitt (omradet fra minimums selektive
konsentrasjon (MSC) der resistens vil gke i relativ frekvens, og til minimums inhibitoriske konsentrasjon
for sensitiv stamme (MICyys). Det tradisjonelle seleksjonsvinduet (lyseblatt felt) er angitt (fra M1Cg til
minimums inhibitoriske konsentrasjon for resistent stamme (MIC.).

Figur er bearbeidet fra Andersson et al 2011 [58].

Funksjonen til naturlig forekommende antibiotika er derfor ikke ngdvendigvis & hindre
vekst av konkurrerende antibiotikafglsomme stammer. Resistensmekanismer kan derfor spille
andre roller i cellen, slik som signalflyt og signalprosessering i kommunikasjons-
sammenhenger, eller fysiologisk homeostase og roller som metabolske enzym.
Subinhibitoriske konsentrasjoner (sub-MIC) vil derfor kunne endre den metabolske
aktiviteten i bakterier [105].
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Reduksjon av antibiotikaforurensning i gkosystem som kontinuerlig mottar antibiotika
(for eksempel fra gardsdrift eller sykehus) kan skje ved a finne prosesser som gker
hastigheten for nedbrytning av antibiotika [105], i tillegg til tidligere omtalt reduksjon i bruk.

Forurensning med resistensgen

Resistensgenene replikeres i bakterier og er ikke nedbrytbar pa samme mate som
antibiotika [105]. Avlgpsvann kan inneholde resistente bakterier og resistensgener kan
selekteres ved antibiotikaeksponering [105]. For avlgpsvann som renses gjennom
bioremedieringsprosesser og biologisk behandling med hgy bakteriell aktivitet kan ogsa
overfarte resistensgener tilbakeferes til naturen [115]. Integrering av resistensgen pa mobile
genetiske element muliggjer effektiv disseminering av resistensdeterminanter til andre arter
[105]. Ved a unnga utfgring og sammenblanding av menneskeassosierte bakterier og bakterier

i miljget vil innvirkningen av resistensgen i naturlige miljg kunne reduseres [105].

Ikke-arvelig resistens

Persisterceller resulterer i en form for ikke-arvelig resistens ogsa kalt adaptiv eller
fysiologisk resistens. Ikke-arvelig resistens generelt kjennetegnes ved at den er en (temporzar)
forbigaende gkning i antibiotikatoleranse, men som ikke er grunnet i genetiske
resistensdeterminanter. Ikke-arvelig resistens er i motsetning til intrinsisk og andre ervervete
resistensmekanismer ikke stabil pa den maten at den kan arves vertikalt til pafglgende
generasjoner eller overfares horisontalt pA mobile genetiske element [43, 116]. Ikke-arvelig
resistens kan ogsa unnga oppmerksomhet ved flere av de vanligste metodene for a avdekke
resistensmekanismer som for eksempel ved MIC analyser [44].

| tillegg til infeksjoner som vanskelig nas med antibiotika pd grunn av vertens egne
anatomiske barrizrer, kan bakterier som inngar i en sosial livsstil i sessile (fastsittende,)
komplekse strukturer i en biofilm vaere beskyttet av en ekstracelluleer matriks som bestar av
blant annet exopolysakkarider (EPS). Slike ekstracelluleere strukturer kan ha en intrinsisk lav
permeabilitet for forskjellige molekyler, deriblant flere antibiotika [117], og samtidig gi en
strukturell beskyttelse mot vertens immunsystem [44]. Biofilmdannelse skjer i mer enn
halvparten av alle mikrobielle infeksjoner [118].

Selv om antibiotikamolekylene skulle klare & penetrere inn til kjernen i biofilmmatrisen
0g uteve sin antibakterielle effekt, sa vil med hgy sannsynlighet en andel av bakteriecellene
veere i en dormant, ikke-replikerende tilstand med senket metabolisme. Slike celler kalles

persisterceller og de har en notorisk evne til & overleve antibiotikaeksponering.
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| aktivt voksende bakterier virker baktericide antibiotika ved a pavirke vanlige cellulere
prosesser slik at det farer til korrumperte produkt som skader cellen [44]. | persisterceller
blokkeres disse prosessene, noe som igjen farer til en voldsom gkning i toleransen til
antibiotikaeksponering. Ingen av antibiotikaklassene har noen sarlig effekt mot dormante
persisterceller [44]. Periodisk antibiotikaeksponering gir gkning i mutanter med forhgyete
rater av persistercelledannelse (high persister (hip) mutanter) in vitro [119], og andelen hip
mutanter er vist & gke i residiverende og kroniske infeksjoner ved gjentatte eksponeringer [44].

En modell for residiverende infeksjoner kan beskrives som at en andel av cellene
overlever antibiotikabehandlingen siden de er dormante persistere. Samtidig er de lokalisert i
restene av biofilmmatrisen og er dermed utilgjengelig for immunsystemet. Nar sa
antibiotikakonsentrasjonen igjen faller, *vakner’ persisterne og kan starte en ny infeksjon [44].

T-A moduler kan ogsa gjenfinnes i flere bakteriekromosom og er hypotetisert a ha
sentrale roller i dannelsen av persisterceller [44]. For eksempel toksiner som MazEF og
RelBE som finnes i E. coli K-12, kan aktiveres og vil da klayve mRNA og blokkere
translasjon til peptid [44].

En hypotese om persisterdannelse: ’Persisters as Stuff Happens” (PaSH), forklarer
persisterdannelse som en uunngaelig, heller enn en utviklet karakteristikk (pa linje med
mutasjoner,) som forarsakes av forbigaende stans i replikering og metabolisme som falge av
stressorer i miljget inkludert antibiotika [119]. Persistere er utbredt ogsa i eukaryote encellede
organismer, samt somatiske kreftceller og trolig er mekanismene for dannelsen av persistere
mangfoldige. | tillegg til stokastiske prosesser som medfarer persisterdannelse, sa er det flere
aktuelle gen som kan vere involvert i en deterministisk prosess som respons pa eksternt miljg.
Flere funn tyder pa at persistercelledannelse ogsa har en deterministisk komponent, mediert
gjennom mange forskjellige genetiske nettverk [44].

Antibiotika kan oppregulere genuttrykk og indusere persistens [44, 119].
Fluoroquinoloner induserer SOS-stressrespons ved a gi DNA skader [120], og kan gi
persisterdannelse, muligens (ogsa) mediert gjennom det SOS-stressresponsaktiverte TisB-
toksinet, som gir dormante celler [44]. @kning i TisB gir flere persisterceller, mens det ga en
10-100 ganger reduksjon i persisterdannelse for en AtiSAB mutant [44, 119]. Dette viser ogsa
at alle celler kan konverteres til persistere [44].

Persistere dannes trolig gjennom mange uavhengige, parallelle mekanismer, noe som
kan ha sine adaptive fordeler dersom dette representerer en overlevelsesstrategi, ved at det

vanskelig lar seg gjere a finne mater a hindre persisterdannelse [44]. Det er hypotetisert at
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persistere spiller en rolle for overlevelse, ikke bare ved antibiotikabruk, men ogsa mer
universelt, analogt til endosporer.

Flere av toksin-antitoksin modulene, som det kan finnes mange av i bakterielle
kromosom, er sma peptider med affinitet for membraner og kan indusere persistere ved a
forstyrre energiomsetningen (proton motive force (pmf),) med pafglgende fall i ATP
konsentrasjoner. Andre TA moduler, for eksempel hipA, pavirker toksinet proteinsyntesen ved
a inaktivere EF-Tu ved fosforylering [44, 120]. Inaktivering av hipA gir feerre persisterceller,
mens tilfarsel av eksogent hipA toksin gker persistercelledannelsen [44].

Den globale regulatoren PhoU er en negativ regulator for en mer generell celluleer
metabolisme og inaktivering farer til en metabolsk hyperaktiv tilstand og en defekt i
persisterdannelse [121].

Muligheter for behandling av persistere kan bestad av nye antibiotikaformuleringer med
mulighet for opptak far persisterdannelsen som et prodrug som aktiveres av bakterielle
enzymer og slik har effekt i dormante celler. Persistere replikerer ikke DNA eller syntetiserer
peptidoglykan i dormant tilstand, men cellulzere mal av hgy aktualitet kan veere gdelegging av
DNA og oksidering av membraner [44]. Ved & utnytte kunnskaper om mekanismene til
baktericide antibiotika og kombinere dette med trekk hos persistere sa er det mulig a
eliminere persisterceller [120].

Omagivelsen, eller mer spesifikt det metabolske miljget rundt bakterien er av viktighet
for antibiotikabehandling. Persistere tar opp metabolitter selv i dormant tilstand, og dette kan
brukes til & gjenopprette PMF som er forutsetningen for opptak av for eksempel
aminoglykosider [122]. Induserbarhet av PMF med metabolitter er vist for bade Gram
positive og Gram negative persistere, men metabolitt transportere kan uttrykkes i ulik grad i
forskjellige persistertyper [122]. | en overgangsfase fra aktiv til dormant og persister tilstand,
er det et tidsvindu med muligheter for behandling med aminoglykosider siden det skjer det en
viss grad av proteintranslasjon [123].

Bakteriofager kan gjennom spesifikke modifikasjoner malrettes for & redusere antall

persistere [124].

Adaptiv resistens

En adaptiv respons pa antibiotikaeksponering kan gjennom regulering av uttrykk av
poriner pavirke permeabilitet og opptak av antibiotika [116]. Porinuttrykk er regulert av
koordinerte stressresponser [116]. | E. coli er OmpC og OmpF en del av et stressrespons-

nettverk, men responderer ogsa pa osmolariteten som omgir bakterien [116]. Fraksjonen av
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OmpC (mindre porediameter) i forhold til OmpF (starre porediameter) endrer seg under
infeksjon [116], da en mindre porediameter er a foretrekke siden det ikke mangler pa
neringsstoffer (hay osmolaritet i ekstracelluleere miljg), men samtidig filtreres mer av de
toksiske forbindelsene bort (for eksempel B-laktamantibiotika) [116].

Oppregulering av antisense RNA (micF) er en mekanisme som brukes til 8 hemme
translasjonen av OmpF som en respons pa miljgfaktorer som hgy temperatur, oksidativt stress
eller eksponering til salisylsyre [116]. En annen reguleringsmekanisme medieres ved at gkt
transkribering av membranproteinet OmpX legger beslag pa sa mange av
proteinfoldingschaperonene i bakterien, at porinproteinene ikke foldes riktig. Dette medfarer
et netto tap av poriner i membranen siden misfoldete porinproteiner istedenfor blir degradert
av for eksempel DegP proteaser [116].

Antimikrobielle midler kan ogsa indusere adaptiv resistens gjennom gkt uttrykk av
efflukssystemer. Biocider som klorheksidin, triklosan og kvarternaere ammoniumforbindelser

(QAC) er andre kjente eksempler som kan oppregulere efflukspumper [109, 110].

Molekyleere resistensmekanismer

Resistensmekanismen pavirker ogsa reverseringsraten [59] og en kombinasjon av gkt
molekylear kunnskap om antibiotikaresistens, i tillegg til epidemiologiske kunnskaper gir
muligheter for kvantifisering av effektene av tiltak for infeksjonskontroll [94]. Som
legemiddelgruppe rommer antibiotika en stor molekyleer og mekanistisk variasjon.
Mekanismene for antibiotikaresistens er ikke mindre varierte, og det virker sannsynlig at
reverseringspotensialet avhenger ogsa av den fenotypiske, molekylare basisen for resistens, i
tillegg til bakterieart [59].

Endrede malstrukturer som minsker pavirkningen av antibiotika

Mutasjoner som endrer antibiotikumets malstruktur og gir lavere affinitet for de
molekylere interaksjonene som danner de(n) antimikrobielle virkningsmekanismen(e) vil gke
cellens resistensniva for det aktuelle antibiotikumet eller de antibiotika som deler den samme
cellulermolekylare malstrukturen. En slik gkning i resistens kan observeres som en gkning i
antibiotikumets minimums inhibitoriske konsentrasjon (MIC,) eller gkning i minimums
baktericid konsentrasjon (MBC).

Antallet mulige mutasjoner som uavhengig gir gkt resistens har en samlet
sannsynlighet for resistensmutasjoner lik summen av de individuelle sannsynlighetene for

mutasjon ved de aktuelle posisjonen i DNAet [50]. Pa samme mate er sannsynligheten for
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resistens nar to eller flere mutasjoner ma oppsta samtidig mye mindre enn for hver av de
individuelle sannsynlighetene. Samlet sannsynlighet blir da produktet av de individuelle
sannsynlighetene som ma opptre samtidig for utvikling av resistens [50].

Eksempelvis kan en substansiell gkning av streptomycinresistens skje ved én enkelt
basesubstitusjon i kodon 42 i genet for det tolvte ribosomale proteinet i ribosomets lille
subenhet, rpsL (S12 - ribosomale protein small L) og sannsynligheten er relativt liten [50] og
ligger p& omtrent 1 x 10™° til 10" [63]. Det finnes minst to kjente endringer som gir gkt
resistens. Basesubstitusjonen kan skje i den 2. eller den tredje basen og erstatte lysine (AAA)
til treonin (ACA) eller asparagin (AAC) [62]. Ribosomet blir i mindre grad hemmet av
streptomycin, men en betydelig biologisk kostnad tilkommer initialt i form av en mindre
effektiv proteinsyntese med lavere peptidforlengingsrate [61, 62].

Sannsynligheten for spontan reversjon i fravaer av streptomycin ma ngdvendigvis veere
lavere enn sannsynligheten for dannelse av resistens. Dersom lysin er kodet av AAA er det 3
ulike mutasjoner som kan gi enten treonin (ACA\) eller asparagin (AAT/U, AAC) og
medhgrende streptomycinresistens. Sann revertering skjer dersom treonin eller asparagin
muterer og gjendanner lysin (AAA, AAG).

Fluoroquinolonresistens kan medieres gjennom kromosomale mutasjoner i gyrA
subenheten til DNA gyrase (topoisomerase I1) eller parC (grlA) subenheten til topoisomerase
IV. Antallet mulige mutasjoner i disse subenhetene som gir gkt resistens varierer mellom
bakteriestammene, men resistensmutasjonene gir gkt resistens uavhengig av hverandre og
sannsynligheten for gkt resistens korrelerer med antallet muligheter [50]. Denne variasjonen i
antall mulige resistensmutasjoner i ulike subenheter er trolig det som bidrar til at Gram-
positive stammer som regel farst far resistensmutasjoner i topoisomerase 1V [45]
(Streptococcus pneumoniae har to posisjoner i gyrA, men 5 posisjoner i parC[50]), mens
Gram-negative farst far sine resistensmutasjoner fgrst i DNA gyrase [45] (E. coli har minst 7
posisjoner i gyrA genet, men bare tre posisjoner i parC som gir fluorogquinolonresistens [50]).
Flere punktmutasjoner kan gi en trinnvis gkning av fluoroquinolonresistens [26] og
resistensmutasjonene har additiv effekt — enkeltmutasjoner legger til gkende resistens, og gkte
kostnader, selv om tilfeller er observert der den fjerde mutasjonen gir gkt fitness i forhold til
villtype [59].

Rifamyciner stopper transkripsjonen av alle typer RNA som dannes av RpoB, -
subenheten til bakteriell RNA polymerase (RNAP). RNA primere i syntesen av Okazaki
fragment i lagging strand under replikering som lages av DnaG er et unntak [125], men

bakterien kan ikke vokse uten aktiv RNAP. Resistens kan dannes gjennom punktmutasjoner i
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genet som korrelerer til bindingssete for rifampin og skjer ved en frekvens pa 1 x 10® og selv
om tuberkulostatika alltid bar brukes i kombinasjoner for a unnga resistensutvikling sa er
rifamycinresistens utbredt [45].

De bakterielle ribosomene er den cellulaere malstrukturen som bade tetrasyklinene,
makrolidene, linkosamider, streptograminene og aminoglykosidene interagerer med.
Ribosomer er hgyt konserverte strukturer bestdende av to subenheter 30S (som dannes av 16S
rRNA + 21 forskjellige ribosomale protein) og 50S (som dannes av 23S rRNA og 5S rRNA +
31 forskjellige ribosomale protein). Sammen danner subenhetene aktive 70S ribosom som
oversetter mRNA til protein (translasjon).

Ribosomgenene (rrn) finnes ofte i flere kopier rundt i bakterienes genom. En
resistensmutasjon i et av operonene kan maskeres dersom resistensmutasjonen ikke er
funksjonelt dominant og kan dermed gi en fortsatt antibiotikafglsom fenotyp [45, 50]. | arter
med fa rRNA (23S rRNA) operoner, deriblant Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter
pylori og Propionibacterium acnes er det hyppigere resistensutvikling som fglge av
punktmutasjoner i ribosomale gen siden det er mer sannsynlig at det dannes dominante
resistente gen [45, 50].

Revertering av resistens som er kodet i gen som finnes i flere kopier i bakteriens
genom kan skje ved gene conversion initiert av homolog rekombinasjon med pafglgende
mismatch repair som konverterer den muterte kopien til den samme som en av
villtypekopiene. Denne mekanismen gker reversjonsraten og minsker stabiliteten av resistens
fra gen som har sensitive kopier [58].

Elongation factor G (EFG) er fusidinsyrens malstruktur, og mutasjoner i fusA som
koder for EFG og gir resistens mot fusidinsyre og kalles FusA type resistens har som regel en
signifikant fitnesskostnad bade in vivo og in vitro [59].

De novo linezolidresistens kan oppsta ved spontane punktmutasjoner i 23S rRNA, men
skjer langsomt og relativt sjelden in vitro (1 x 10 celler) ogsé p& grunn av at det er vanlig
med flere genkopier av 23S rRNA (S. aureus har gjerne 5 eller 6 operon med 23S rRNA)
[126]. Kromosomale resistensmutasjoner er vanligvis ikke horisontalt overfarbar.

Av de eldste antibiotika er sulfonamidene. Ved a hindre den bakterielle
folsyresyntesen, som hos bakterier ma de novo syntetisere (bakterier kan ikke ta folsyre
direkte opp fra ekstracellulaere kilder), hindrer sulfonamider enzymet dihydropteroate
synthase (DHPS) som star for omdannelsen av dihydropteroate diphosphate + p-
aminobenzoic acid (PABA) - dihydropteroic acid, en essensiell komponent i biosyntesen av

tetrahydrofolsyre (THF). THF er essensiell i syntesen av nukleotidet thymidine trifosfat
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(dTTP). Celler uten basen tymin kan ikke vokse, siden replikering av DNA og celledeling
ikke er mulig.

Endringer i enzymet dihydropteroate synthase (DHPS) som farer til en lavere affinitet
til sulfonamidet sulfamethoxazole relativt til det naturlige substratet PABA, enten ved
mutasjoner i det kromosomale DHPS genet (folP) eller som i en av de 3 forskjellige
variantene av DHPS pa mobile genetiske element (sull, sul2 eller sul3) gir hgy grad av
resistens [103, 127].

Resistensdeterminanten sull har en sterk assosiasjon med class 1 integron og er ofte
en del av class 1 integrons 3’ conserved region (3°CS). En undersekelse av sull—positive
epidemiologisk ubeslektede Salmonella isolat viste at sull determinanten var en del av class 1
integron i 98 % av tilfellene [128].

Molekyleer beskyttelse av malstruktur

Beskyttelse mot makrolid, linkosamid, streptogramin og ketolid (MSLK) antibiotika
kan skje ved en enzymatisk metylering av 23S rRNA (i A2058) mediert av genprodukter
spesifisert av erm (erythromycin resistens metylase, eller erythromycin ribosom metylering)
som gir lavere bindingsaffinitet [45]. Mer enn 30 forskjellige erm gener finnes og kan
uttrykkes konstitutivt eller veere gjenstand for regulert transkripsjon [45].

Tetrasyklinresistens kan ogsd medieres gjennom ribosombeskyttelse. Proteiner med
sekvenslikheter til bakterielle EF-G og EF-Tu kan aktivt fjerne tetrasyklin bundet til ribosom
[45]. Det finnes andre ribosombeskyttelsesproteiner slik som TetO og TetW, samt genetiske
enheter som tet(P) som har dualistisk virkning — koder bade for effluks og ribosombeskyttelse
[45]. tetQ koder ogsa for et cytoplasmisk protein som gjer at ribosomet ikke blokkeres [47].

Beskyttelse av elongation factor G (EFG) mot binding til fusidinsyre med proteiner

som kodes av fusB eller fusC er knyttet til veldig lave fitnesskostnader [59].

Bypass av hindret metabolismevei

Glykopeptider binder opp prekursorer for syntesen av bakteriens peptidoglykan og har
en baktericid virkning. De genetiske determinantene for glykopeptidresistens er veldig
komplekse og koder for flere alternative proteiner som syntetiserer en variasjon med
modifisert peptidoglykan [45]. Den biologiske kostnaden for glykopeptidresistens kan
minimeres ved regulert uttrykk av det alternative biosyntetiske maskineriet med forskjeller i

vekstrateendringer fra 0,04-0,3 % uten induksjon, til 20-38% med induksjon av resistens [59].
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For bypass av metabolismevei er en klinisk viktig mekanisme funnet i patogene
stammer kodet av mecA som gir et alternativt penicillin bindende protein (PBP - PBP2a)
som B-laktamantibiotika har lavere affinitet for. PBP2a fungerer selv i nervaer av de fleste 3-
laktamantibiotika og gir slik resistens mot tilneermet alle antibiotika med denne

virkningsmekanismen [129].

Enzymatisk nedbrytning av antibiotika

Det er oppdaget flere ulike enzymfamilier som kan inaktivere forskjellige typer
antibiotika. De kan virke enten ved a spalte opp og degradere antibiotikamolekylene eller
uskadeliggjering ved kjemiske transformasjoner som konjugerer forbindelser til
antibiotikamolekylene. En av de farste enzymgruppene som er beskrevet [130], og som til dag
er den gruppen med mest variasjon og med sterst tallrikhet, mé veere f-laktamasene. De
hydrolyserer i ulik grad forskjellige -laktamantibiotika. Systemer som inaktiverer
aminoglykosider og kloramfenikol er ikke uvanlig, og det er ogsa funnet mekanismer for
enzymatisk inaktivering av gruppene fluoroquinolon, tetrasyklin, makrolid, linkosamid og

streptogramin.

R-laktamaser

Blant de variasjonene med f-laktamaser som finnes i dag, er de 3-laktamasene som
bruker aminosyren serin i det aktive omradet trolig av eldgammel avstamning (~2 mrd ar)
[16]. Klassifisering av B-laktamaser kan skje ut fra funksjon (Bush-Jacoby-Medeiros), men
det er vanlig a klassifisere ut fra struktur (Ambler klassifisering) [131]. Med
Amblerklassifisering grupperes B-laktamasene i fire grupper: De serine -laktamasene i
gruppe A, gruppe C og gruppe D, og metallo-p-laktamasene i gruppe B [45]. Det er til i dag
funnet over 1000 unike naturlig forekommende B-laktamaser [131].

Aminoglykosidmodifiserende enzym

Aminoglykosider kan inaktiveres med acetyltransferaser som gir enzymatisk addisjon
av N-acetylat til tobramycin, gentamicin, netilmicin og amikacin [45]. Phosphotransferaser

fosforylerer amikacin, og nucleotidyltransferaser adenylerer tobramycin [45].

Makrolid, linkosamid og streptogramin (MLS) inaktiverende enzym

Resistens mot makrolid, linkosamid og streptogramin (MLS) antibiotika er oftest
mediert av efflukssystemer eller ribosommodifiserende enzym (for eksempel erm) [45], men

inaktiverende proteiner er ogsa en del av bildet. Det finnes esteraser som virker mot
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makrolider med 14 eller 15 atomer i strukturskjellettet (for eksempel erythromycin eller
azitromycin), hydrolaser med spesifisitet for streptogramin B, acetyltransferaser mot
streptogramin A, samt fosfotransferaser mot ketolider og nukleotidyltransferaser mot
linkosamid [45].

Kloramfenikol

Acetyltransferaser av type A eller type B (begge er homotrimers, men er ikke beslektet
ut fra aminosyresekvensene) star for inaktivering av kloramfenikol [45]. Acetyltransferase
type B kalles ogsa xenobiotiske acetyltransferaser [45]. De deler en evolusjonzr linje som
inkluderer enkelte streptogramin inaktiverende enzym, funnet i enterokokker og stafylokokker
[45]. Acetyltransferasene kan vere konstitutivt uttrykt eller de kan veere underlagt regulert
uttrykk [45].

Tetrasyklin
En flavin avhengig monooxygenase kodet av tet(X) er katalyserer regioselektiv

hydroksylering som inaktiverer tetrasyklinantibiotika [45]. tet(X) er ikke veldig vanlig i

klinisk relevante isolater, men et beslektet tet(X) -lignende gen er funnet i P. aeruginosa [45].

Fluoroquinolon

Det finnes horisontalt overfarbar acetyltransferase som er beslektet med

aminoglykosid acetyltrasferase, men som reduserer aktiviteten til fluoroquinolone [18, 26].

Redusert permeabilitet og mindre opptak av antibiotika

Membransystemene som omgir de Gram-negative bakteriecellene er strukturelt
komplekse og bestar av innermembran, glykopeptidlag, og yttermembran. Yttermembranen
har fosfolipider vendt inn mot periplasma og lipopolysakkarider vendt utover og til sammen
gir dette en ekstra barriere og seleksjon av substanser som nar til cytoplasma [116]. Dette gir
begrensninger for diffusjon av hydrofile molekyler og Gram-negative og mykobakterier ma ta
opp vannlgselige naeringsstoffer gjennom vannfylte porer (poriner) som strekker seg gjennom
membranen [116]. Porinene fungerer som et filter eller en sikt som tillater passasje opp til en
viss starrelse avhengig av diameteren pa poreapningen [116]. Poriner kan deles inn i
substratspesifikke (for eksempel OMPene) og de som er mer generelle, og som er av viktighet
for antibiotikaresistens. Antall og type poriner avgjgr permeabilitet og pavirker slik ogsa
toleransenivaet for vannlgselige antibiotika [116].
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Mange forskjellige typer mutasjoner kan resultere i feerre poriner. For eksempel
mutasjoner som farer til en mindre effektiv promoter for et porinsystem vil fare til feerre
poriner pa grunn av en lavere transkripsjonsrate og mindre translasjon [116]. Samme effekt
gir ogsa mutasjoner som farer til lavere konsentrasjoner av transkripsjonsfaktorer som
aktiverer porintranskripsjon eller gkte konsentrasjoner av transkripsjonsfaktorer som hemmer
transkripsjonen av poriner [116].

Inaktivering av bestemte porinssystem kan skje ved punktmutasjoner som gir tidlige
nonsensekodon og farer til korte, trunkerte porinprotein eller tidlige frameshiftmutasjoner som
endrer alle de pafelgende aminosyrene. Delesjonsmutasjoner av hele eller deler av
porinkodende gen eller insertions (av for eksempel insertion elements (IS)) kan fare til tap av
aktuelle porin og inaktivering.

Funksjonsendring av poriner kan skje ved mutasjoner i genetiske loci som
korresponderer til porinenes constriction zone som er et omrade som danner grunnlaget til
seleksjon gjennom det elektrostatiske feltet [116]. Siktfunksjonen skjer pa bakgrunn av
starrelse og ladning til passerende molekyl [116]. Dersom den gkte eksklusjonen innbefatter
molekyler av samme starrelse som antibiotikumet, vil opptaket inn i cellen bli lavere [116].
Flere vannlgselige antibiotika har i utgangspunktet molekylere stgrrelser som ligger naert opp
mot grensene til seleksjonsgrensen til porinene [116].

En teoretisk mulighet for & gke opptak ved redusert permeabilitet er & bruke
permeabiliserende legemidler [116]. Dessverre er effekten av permeabilisering starst for
hydrofobe eller amfifile antibiotika, mens de vannlgselige antibiotikaene er de som primaert
affiseres av permeabilitetsreduksjon [116]. Permeabiliserende forbindelser kan besta av blant
annet kelatorer, kationiske antimikrobielle peptider, gallesyrederivater eller
squalaminderivater [116].

Kombinasjonen av redusert permeabilitet (endringer i antall eller funksjon av poriner)
koblet med andre resistensmekanismer har en synergisk resistenseffekt [116].

Legemidler som permeabiliserer bakteriemembraner og gker opptak av antibiotika kan
gi nytt liv til antibiotika der resistensproblematikken skyldes for darlig opptak. Dessverre er
effekten av permeabilisering starst for hydrofobe eller amfifile antibiotika, mens de
vannlgselige antibiotikaene er de som primeert affiseres av permeabilitetsreduksjon [116].
Permeabiliserende forbindelser kan besta av blant annet kelatorer, kationiske antimikrobielle
peptider, gallesyrederivater eller squalaminderivater [116]. Flere annengenerasjons

antihistaminer er trygge og sikre legemidler med kjente bivirkningsprofiler. Samtidig er de
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amfipatiske detergenter som ogsa har potensiale som adjuvans til antibiotikaterapi i form av

permeabilitetsgkende resistensreverserere [132-134].

Efflukssystemer

Alle bakterier trenger mekanismer for transport av mange ulike substanser ut av cellen
[116]. Gjennom efflukssystemene kan cellene sende kjemiske beskjeder i form av
signalmolekyler for quorum sensing (QS), sekrere biocider og toksiner, samt fjerne toksiske
forbindelser dannet under metabolisme [116]. En viktig rolle for efflukssystemene er den
beskyttelsen de gir mot giftige stoffer fra miljget [116]. Effluks benyttes til & kvitte seg med
toksiske forbindelser deriblant antibiotika [116]. Efflukssystemer med kapasitet til a fjerne
antibiotika ut av cellen har en spesielt sterk synergi sammen med mekanismer for lavere
opptak (permeabilitetsendring), men ogsa med andre resistensmekanismer [116].

Efflukspumper kan veere konstitusjonelt uttrykt eller regulert som en respons pa
miljgmessige faktorer [26]. Efflukssystemer med bred substratspesifisitet som gir
multidrugresistens (MDR) finnes oftere i kromosom enn de mer spesifikke transporterene som
kan vaere mobiliserbare [116].

Efflukssystemer finnes i bade Gram-negative og Gram-positive bakterier, og
efflukssystemenes oppbygning er avhengig av hvilken type cellevegg som omgir bakterien
[116]. Hos Gram-positive bestar tilsynelatende efflukssystem alltid av ett enkelt polypeptid i
cytoplasmamembranen, men hos Gram-negative arter er gjerne efflukssystemene sammensatt
av tre deler med en komponent i innermembranen, en i yttermembranen og et fusjonsprotein
(membrane fusion protein (MFP)) i periplasma [116].

Efflukssystemer bruker aktivt energi for & pumpe ut substrat [116]. Systemene kan
deles inn i to klasser basert pa hvilken type energikilde som brukes [116]. For ATP binding
cassette (ABC) transportere forbrukes ATP, mens sekundaere multidrug transportere benytter
seg av protongradienter (proton motive force) [116]. De sekundaere grupperes videre, basert
pa primaer og sekundaerstruktur, inn i fire superfamilier: the major facilitator superfamily
(MFS), the small mutlidrug resistance (SMR) family, the multidrug and toxic compound
extrusion (MATE) family, og the resistance-nodulation-cell division (RND) superfamily [116].

ABC (ATP binding cassette) familien er involvert i opptak og effluks av et stort
spekter av molekyler [116]. ABC effluksproteiner involvert i resistens mot makrolider er
spesifisert av blant annet MacAB [116]. MsrA (makrolid-streptogramin resistens) i
streptokokker er beslektet med de plasmidmedierte VgaA og VVgaB i stafylokokker [45]. E.
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faecalis har intrinsisk resistens til quinopristin-dalfopristin gjennom ABC transporteren Isa
som gir effluks av streptograminer [45].

SMR (small multidrug resistance) familien omfatter korte proteiner med om lag 107
til 110 aminosyreresiduer [116]. De har fire transmembrane segmenter og danner som regel
tetramerer i cytoplasmamembranen [116]. SMR star for relativt fa av effluksmekanismene
som gir antibiotikaresistens [116]. Eksempler er EmrE fra E. coli og AbeS fra Acinetobacter
baumannii.

MFS (major facilitator superfamily) superfamilien er en gammel familie med mange
medlemmer og har sterst diversitet i gruppen av sekundare transportere [116]. Efflukspumper
som gir resistens er alle protonkoblede antiportere (drug-proton antiporters (DHA)) som igjen
kan deles inn i tre klasser [116] :DHA1 og DHAZ2 har flere forskijellige substrat og finnes ogsa
hos eukaryoter. DHAZ3 er antibiotikaspesifikk og finnes kun hos bakterier [116]. Eksempler
for DHA 1 finnes Bmr fra Bacillus subtilis, for DHA 2 finnes QacA fra Staphylococcus
aureus, og fra DHA 3 finnes MefA fra Streptococcus pyogenes [116].

MATE (the multidrug and toxic compound extrusion) familien har topologiske
likhetstrekk med MFS proteinene, men er i en egen familie pa grunn av starre forskijeller i
primarstruktur [116]. De har 12 transmembrane segmenter og nyttiggjar seg
natriumgradienter for utpumpning av antibiotika [116]. Eksempler er NorM fra Vibrio
parahemolyticus, og YdhE fra E. coli [116].

RND (resistance-nodulation-cell division) er en av de viktigste effluksmekanismene
for klinisk relevant antibiotikaresistens [116]. Det er en stor variasjon for mulige substrat for
RND effluksproteiner [116]. RND systemene er antiportere og omtrent alle typer RND kan
pumpe ut flere typer antibiotika [116]. Det finnes mange eksempler pd RND systemer som har
en rolle i antibiotikaresistens, blant annet AcrAB-TolC of E. coli og MexAB-OprM of P.

aeruginosa [116].

Effluks er ikke uvanlig for tetrasykliner som kan pumpes ut av minst 20 forskjellige
protein [45]. Kloramfenikol og florfenikoler efflukssystemer finnes i flere klinisk viktige

bakterier og klassifiseres i 8 forskjellige grupper [45].

Mutasjoner i effluksystemer som gir antibiotikaresistens

I tillegg til iboende resistens mediert av aktive multidrug efflukssystemer, kan
resistens som skyldes efflukssystemer erverves gjennom mutasjoner [116]. Slike

resistensmutasjoner kan deles inn mutasjoner som gir aminosyreendringer som gker pumpens
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effektivitet, og de mutasjonene som gker uttrykk av pumper med antibiotika som substrat
[116]. @kt uttrykk mediert av mutasjoner i reguleringsproteiner er den vanligste mekanismen
[116]. Efflukssystemene er ofte ngye regulert av bade globale og lokale
reguleringsmekanismer [116]. Overuttrykk er ofte assosiert med hgye biologiske kostnader,
redusert fitness og virulens [116]. Resistens som er mediert gjennom overuttrykk av
efflukspumpe kan til tross for hgye kostnader selekteres for med antibiotika [116]. Genetisk
duplikasjon og amplifikasjon kan ogsa gke uttrykk av efflukspumper, og kan vedlikeholdes
ved antibiotikaeksponering, til tross for at tandem duplikasjoner er ustabile og ofte reverterer
spontant [45].

Efflukspumper er attraktive mal for nye legemidler, og in vitro forsgk har vist at
inaktive effluksmekanismer bade senker graden av iboende resistens, i tillegg til a redusere
risikoen for seleksjon av resistensmutasjoner [116].

Polyklonale antistoffer mot efflukspumper eller antisense oligonukleotider er andre strategier
med hgye forventninger knyttet til seg [116]. Bedre kunnskaper om efflukspumper kan bidra
til rasjonell legemiddeldesign bade for pumpeinhibitorer eller antibiotika som ikke er gode

substrater for efflukspumpene [116].

Variasjonen i reverserbarhet avhenger av resistensmekanisme

Mulighetene til a gjenskape antibiotikafglsomme bakterier er avhengige av hvordan
resistensmekanismer innvirker pa bakterien under varierende grader av antibiotikaseleksjon
og reflekteres i mal for relativ fitness. Tre hovedmekanismer kan gke prevalensen av
antibiotikafalsomhet i en resistent bakteriepopulasjon: (i) spontan sensitivisering i
antibiotikafritt miljg, enten som faglge av negativ seleksjon mot resistensmekanismer som gir
biologisk kostnad, eller tap av resistens ved mer ngytral genetisk drift. (ii) direkte

intervensjoner som gker andelen sensitive genotyper eller (iii) indusert fenotypisk reversering.

Spontan sensitivering

Reverserbarhet uten antibakterielt seleksjonspress avhenger av de relative
fitnessforskjellene mellom de isogene sensitive versus resistente stammene. | tillegg til klonal
erstatning av varianter med lav fitness, vil reverseringshastighet pavirkes som fglge av
intracelluleere genetiske prosesser der nettverksplassering er avgjgrende for stabilitet. Gener
med sentrale funksjoner har genprodukt med mange interaksjonspartnere og har lavere
observerte mutasjonsrater. Disse resistensbestemmende kjernegenene vil trolig fjernes eller

miste resistensfunksjoner saktere enn gener som utelukkende har dedikerte
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resistensfunksjoner (for eksempel p-laktamaser,) siden slike tilleggsgen har en observert
hgyere mutasjonsrate med mindre purifying selection og kan lettere utvikle andre
substratspesifisiteter gjennom videre evolusjon av proteinstrukturen som etter hvert mister
resistensmekanismer.

Ellers vil sann genotypereversjon i de fleste tilfeller skje ved en veldig lav frekvens og
den relative fitnessfordelen for antibiotikafglsomhet ma veere tilsvarende stor. Dette er igjen
fordi baseparmutasjoner fordeles noksa tilfeldig i kromosomet med en i utgangspunktet lav
frekvens som kan variere mellom arter og kromosomale loci. Ved antibiotikaseleksjon vil en
resistensmutasjon kunne finnes i en stor andel av en eksponert populasjon. Sannsynligvis vil
det ogsa veere en mulighet at en eller flere mutasjoner (kompensasjonsmutasjoner) i andre
deler av bakteriens genom kan gjere resistensmutasjonen mindre tung a bare. Om det sa
skulle oppsta en sann reversjonsmutant, sa er det vist at den selektive fordelen til revertanten i
de fleste tilfeller er liten, og i form av bedre fitness enn den opprinnelige resistente
populasjonen, men kanskje bare litt bedre enn resistente mutanter som har utviklet en genetisk
kontekst som kompenserer for fitnesskostnadene. Den selektive fordelen til revertantene i
antibiotikafritt miljg er med andre ord veldig mye mindre enn fordelen til den resistente delen
av populasjonen under antibiotikaseleksjon.

Tidsperspektivet for reversering, enten for kjernegener eller tilleggsgen, definert som
tiden fra stanset antibiotikabruk, til nar den hgyeste fitness sensitive populasjonen har erstattet
alle de sammenlignbare resistente bakteriene. Tidsaspektet vil nok i mange tilfeller veere
upraktisk langt, siden selv en liten resistent subpopulasjon vil blomstre opp igjen veldig raskt
ved reeksponering til antibiotikumet. Uansett vil en slik kvalitativ antagelse om tidsaspekter
veere ngdt til a fastsettes mer kvantitativt med matematiske modeller med empiriske bestemte
parametere for & kunne brukes som et verktgy for rasjonell handteringen av

resistensproblematikk.

Direkte intervensjoner som gker reversering

Kromosomale resistensmutasjoner som har gitt den antimikrobielle malstrukturen
mindre affinitet til antibiotika kan erstattes med sensitive allele ved lysogenisering av en
temperat bakteriofag som integrerer et dominant sensitivt allel [135]. Fluoroquinolonresistens
kan reverseres ved integrering av villtype gyrA og streptomycinresistens med villtype rpsL
[135]. Gjennom modifiserte bakteriofager kan introduksjonen av gen som er viktige for effekt

av antibiotika gi reversering av resistens [124].
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En ny og spennende strategi for a reversere resistensnivaet i en populasjon med
opportunistiske eller obligate parasitter er smalspektrede vaksiner som gir en selektiv

immunitet mot resistente bakterier og vil drive ned resistensnivaet [136] .

Indusert fenotypisk reversering

Antibiotikaadjuvans som gker effekten av konvensjonell antimikrobiell terapi ved en
fenotypisk reversering inkluderer hemmere av antibiotikainaktiverende enzym slik som 3-
laktamasehemmerne, permeabilisering med ulike forbindelser, eller efflukspumpeinhibitorer.
| et eksempel for fenotypisk reversjon av en type ikke arvelig resistens gjennom dannelse av
persisterceller, benyttes muligheten til & stimulere til gkt proton-motive-force (PMF) gjennom
eksponering til visse naringsstoffer som gker opptak og gjenoppretter baktericid effekt [122].
Pa lignende vis kan resistensreversering i fremtiden kanskje oppnas ved & manipulere og
fininnstille fysiologiske prosesser. Siden persistere er en uensartet gruppering der mange
forskjellige gen er involvert i & gi flere persisterspesifikke toleransemekanismer, sa kan en
mer generell tilngerming baseres pa a utnytte felles mekanistiske aspekt ved baktericide
antibiotika (virkningsmekanismer til antibiotika) [120].

SOS respons er viktig for bakteriell overlevelse etter eksponering til antibiotika av
blant annet fluoroquinolontypen. Hemming av SOS respons kan oppnas ved gkt uttrykk av
lexA som koder for en SOS-repressor [124]. Lav permeabilitet kan potensielt reverseres ved
introduksjon av poriner som gker opptaket av antibiotika [124]. Effekten av konvensjonelle
antibiotika kan gkes ved malrettet behandling med legemidler som virker inn pa regulatorer
for biofilmdannelse (for eksempel csrA) eller regulon involvert i beskyttelse mot oksidativt
stress (SoxR) for de antibiotikaene som er assosiert med gkning i reaktive oksygenforbindelser
[120]. Andre generelle mekanismer som kanskje kan fininnstilles for a bedre effekten av
antibiotika inkluderer systemene som styrer peptidoglykansyntese og autolysinaktivitet eller
styrker antibiotikaeffekter ved & fremme DNA replikasjon [120].

Antibiotikaseleksjon mot resistensfenotype er en teoretisk mulighet ved
hyperantagonistiske legemiddelkombinasjoner [42], men hvilke bruksomrader dette kan fa i
klinisk praksis er uvisst.
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Ulike virkemidler for a begrense nivaet av antibiotikaresistens

Mindre antibiotikabruk og intervensjoner pa samfunnsplanet

Politisk vilje til & prioritere resistenshandtering trenger ikke utelukkende vare tiltak
rettet mot gkt legemiddelinnovasjon. Siden resistensfrekvens har en klar sammenheng med
antibiotikabruk sa vil redusert bruk bidra til at andelen antibiotikafglsomme bakterier gker og
resistensnivaet vil minke. En slik tilnaerming til handtering av resistensproblematikken er
tiltalende. Forvaltning av antibiotika som en form for ikke-fornybar ressurs, vil i mange
tilfeller gi ulemper ved innfering av restriksjoner, og i noen tilfeller kan det veere direkte
uetisk a stanse bruken av ett eller flere antibiotika, spesielt dersom disse er kritisk viktige i
terapeutisk humanmedisin. Stanset bruk av en eller noen fa antibiotikaklasser vil heller ikke
hanskes multiresistente patogener siden det kan skje en samseleksjon med andre antibiotika
fortsatt i bruk. Legemiddelprodusenter kan lide gkonomiske tap som faglge av innskrenket
forbruk. @kt patenttid og eksklusive rettigheter er virkemidler som kan gjagre det mer
attraktivt a utvikle nye antibiotika.

Hvis vi ser pa hvor antibiotika brukes i dag, sa er det flere omrader som ligger i en
etisk grasone siden prisen for antibiotikabruk har flere dimensjoner enn bare kostnadene
knyttet til & lage et produkt. Verdien av antibiotikabruk ma veies opp mot sannsynligheten for
pafelgende begrensninger i muligheten til & kurere alvorlig sykdom. | dag brukes antibiotika i
mange ulike sammenhenger. Viktigst vil kanskje mange si er behandling og forebygging av
infeksjoner i mennesker og i en noen mindre grad i veterinaermedisin. Antibiotika brukes ogsa
til & behandle plantesykdommer og sykdommer i oppdrettsfisk [109]. Antibiotika i
dyreoppdrett som brukes i behandlingssammenhenger utgver et hgyt, men tidsbegrenset
seleksjonspress for assosierte bakterier og de gkosystemene som mottar effluenter. En del
land tillater ogsa antibiotikabruk som vekstfremmende midler i dyrefor ved subinhibitoriske
konsentrasjoner [109]. Ukontrollert bruk i veterineermedisin farer til at store menger
antibiotika lekker ut i miljget.

Redusert forbruk av antibiotika i humanmedisin kan komme som en direkte falge av
bedret infeksjonskontroll som gjer at antallet bakterielle infeksjonssykdommer reduseres
[137]. Riktig antibiotikabruk i behandling av en infeksjon vil per definisjon redusere
transmisjonsraten og antall nye tilfeller [137]. Vaksiner gker befolkningens motstandskraft
mot infeksjoner og minsker sykdomsprevalensen [137]. I tillegg til beskyttelse mot spesifikke
patogener som eksemplifisert med de flervalente konjugerte pneumokokkvaksinene, sa er et

nytt felt som kan falge utviklingen av bredspektrede vaksiner til sykdomsforebygging, en type
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smalspektrede vaksiner som rettes spesifikt mot resistente patogener [136]. De smalspektrede
vaksinene kan tas i bruk fer planlagt kirurgi og virker som en drivkraft for reversering av
resistens til sensitivitet [136].

Andre tiltak som mer spesifikt begrenser spredning av resistens er screening av
pasienter og helsepersonell i sykehus og iverksette tiltak i tilfeller der pasienter er berere av
resistente bakterier. Generelle tiltak for minimering av patogenspredning mellom pasienter og
fra sykehusansatte hindrer ogsa spredning av resistens som oppstar i lgpet av behandling pa
sykehus. | samfunnet for gvrig vil gkt allmennkunnskap og bevissthet om tiltak for
smittereduksjon, slik som bruk av kondom, handvask, eller munnbind, i tillegg til systemer av
en mer strukturell art, men som gir trygg mat og rent vann gi ytterlige reduksjon i
sykdomsprevalens og derfor ogsa redusert antibiotikabruk [137].

Samfunnsmessige forhold kan pavirke resistensfrekvens. Darlige sanitaerforhold
kombinert med feilbruk, liten kunnskap om eksisterende resistensmgnstre og trange
budsjettrammer som begrenser behandling med nye og effektive, men dyrere antibiotika kan
tenkes a vaere arsaken til den searskilte gkningen av resistens sett i en del utviklingsland [23].
Feilbruk av antibiotika er bruk som gir ungdvendig gkning i resistensfrekvens. Salg av
antibiotika uten krav om resept fra lege gker risikoen for feilbruk. Riktig diagnose og
antibiotikavalg kan likevel gi feilbruk dersom pasienten ikke tar medisinen som anvist, eller
dersom legemiddelet ikke har riktig eller for lite eller for mye av angitt virkestoff som er en
problemstilling i omrader der distribusjonskjeden ikke fanger opp falske og substandard
legemidler.

For lav dosering gir ineffektiv behandling av sykdommen og sterre grad av sub-MIC
seleksjon. Kostnadene til antibiotikabehandlingen ma heller ikke veere for store slik at
varigheten blir for kort eller det brukes for lave doser. Ungdvendig hay bruk setter et starre
seleksjonspress pa alle eksponerte bakteriepopulasjoner og gker sannsynligheten for
bivirkninger og pavirkning av normalflora. Ungdvendig bruk som skyldes uriktig diagnose vil
trolig gke ved reseptfritt salg av antibiotika dersom dette forhindrer konsultasjon. Legene ma
ogsa ha tilgang til uavhengig legemiddelinformasjon [137].

| alle tilfeller ma de lokale myndighetene veere i stand til a handheve bestemmelser om
reseptpliktig salg av antibiotika og stimulere tilslutning og etterlevelse av utviklede
terapianbefalinger [137]. En standardisert forskrivningspraksis fglger retningslinjer for
behandling og prioriteringer for bevaring av kritisk viktige [137]. En stabil tilgang til

kvalitetssikrede legemidler er essensielt for kontinuitet i behandling [137].
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WHO har utarbeidet en liste over kritisk viktige antibiotika som en referanse som
myndigheter kan bruke for & prioritere over hvor risikohandtering er mest ngdvendig
[39]. ”Rasjonell legemiddelbruk er kostnadseffektiv bruk som maksimerer klinisk terapeutisk
effekt og samtidig minimerer legemiddelassosiert toksisitet og utviklingen av resistens” [137].
Risikohandtering blir & begrense bruk av et kritisk viktig antibiotikum til de indikasjonene
som trenger det mest [39]. WHO regner fluoroquinolonene, 3. og 4. generasjons
kephalosporiner, makrolider og glykopeptider som de antibiotikaene med hgyeste prioritet
[39]. WHO anbefaler videre at nye antibiotika og de antibiotikaene som per i dag ikke har
noen veterinermedisinsk ekvivalent, ikke skal tas i bruk i landbruk (dyr og planter) eller
akvakultur [39].

Tiltakene for handtering av antimikrobiell resistens adressert interpatogene variasjoner
(spredningsveier, syndromer) ma ngdvendigvis kontinuerlig guides gjennom overvakning av
resistensniva, antibiotikabruk og hvor godt tiltakene er implementert [137]. Et minimumsniva
for malinger av antibiotikabruk og resistenstrender i regionalt prioriterte patogener kan lette
pafelgende utvikling mot mer detaljerte system der samfunnsstruktur og gkonomi muliggjer
et mgte med de metodologiske og logistiske utfordringer som handteringen av antimikrobiell
resistens innebeerer [137].

Der hvor det ikke er praktisk mulig & minske antibiotikabruk sa kan redusert spredning
av antibiotika og resistensdeterminanter til miljget dempe resistensfrekvens i apne miljg som
grenser til menneskeskapte kilder for antibiotikaresistens. Ved a unnga sammenblanding av
menneskegenererte bakterier og naturlige gkologiske systemer minimeres konsekvensene av
antibiotikabruk [105]. Samtidig stanset frislipp av resistente bakterier fra mennesker og
utslipp av antibiotika i avlgp vil ikke bare hindre seleksjon og replikasjon av resistensgen i
nedstrgms gkosystem [105], og i tillegg redusere spredning av humane opportunistiske og

obligate patogener med eller uten resistens.

Raske og presise diagnostiske verktgy for infeksjoner

Utvikling av diagnoseverktay burde tas sikte pa a vaere hurtige, ngyaktige og billige
for & optimalisere terapeutisk bruk ved a (i) ekskludere virusinfeksjoner [23] (ii) tilpasse
behandlingen etter resistensmgnster og (iii) ta hensyn til mekanismer for ikke-arvelig resistens
med hurtige tilbakemeldinger om oppnaelse av behandlingsmal, noe som er spesielt viktig i
behandling av kroniske infeksjoner [138]. Ngyaktig og palitelig identifikasjon av infeksjoner
som krever antibiotikabehandling kan hindre "fryktbasert” forskrivning av bredspektrede

antibiotika [29]. En mulig teknologi som kan utvikles er artsuavhengige PCR-baserte analyser
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med tidlige indikatorer for effekt ved spesifikt kvantifisere endringer i patogenmengde [138].
En slik test vil veere med pa a bestemme hvilken antibiotikagruppe som ber initieres og slik
korte ned pa bade behandlingstid og feilbruk som falge av resistens, som gir ungdige
normalflorapavirkninger og gker seleksjonspresset [138]. Kalibrering av metoden kan
muliggjere kvantifisering av effektmal for behandlingen [138].

Ved manglende diagnoseverktay kan tilgang til epidemiologiske data veere et
forskrivningsverktay for a tilpasse forskrivninger i forhold til resistensniva og stanse bruk av
antibiotika som har endemiske resistensniva [23]. Seleksjonstrykket vil ga ned for disse
typene resistens og Vil pavirke reverseringshastigheten dersom resistens gir lavere fitness.
Multiresistente (MDR) tilfeller vil trenge midlertidig stanset bruk av alle de antibiotikaene det

er resistens mot, for a pavirke tilstedevarelsen av disse stammene grunnet samseleksjon [23].

En rekke celluleere bakterielle strukturer er identifisert som mulige

legemiddelmal

Bakterielle virulensmekanismer som malstruktur

Virulensdempende legemidler som gjer infeksjonsforarsakende bakterier mindre
patogene og reduserer antallet behandlingskrevende infeksjoner vil kunne senke bruken av
antibiotika. Virulenshemmere gir i forhold til konvensjonelle antibiotika svakere
seleksjonspress utenfor vert og er mer patogenspesifikk med mindre bivirkninger, gkoskygge
og resistensutvikling [23, 139]. Smalere patogenspekter gir feerre applikasjoner og mindre
marked totalt sett [139]. Anvendelse av smalspektrede virulenshemmere krever ogsa tilgang
til rask og palitelig diagnostisering [139].

Virulenshemmere kan virke mot forskjellige patogenisitetsgkende mekanismer.
Direkte hemming av bakterielle toksiner, slik som antistoffer mot toksinene difteri, botulinus
og tetanus [139] er toksinspesifikke mater & hindre toksiners funksjon. Det gjares ogsa
fremskritt for & hindre funksjoner av andre bakterielle toksiner slik som anthrax toksinet fra
Bacillus anthracis [139]. Interferering med levering (delivery) av toksiner ved & hemme de
store proteinkompleksene som danner type 111 sekresjonssystemene ved administrering av
selektive inhibitormolekyler kan kanskje virke mot et starre spekter patogener, siden type Il
sekresjonssystemene ofte er funnet blant patogener og kan ha en hgy grad av konservering,
men forelgpig er det ingen markedsfarte preparater [139]. Cholestyramin hindrer toksin A og
B fra Clostridium difficile i & na epitelcellene i intestinalsystemet og er i prinsippet ogsa en

mate a hindre toksinlevering (delivery) [139].
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Adhesjon til vertsceller forutsetter som regel bakterielle pili eller fimbriae, og
molekyler som hindrer fimbriae og pilisyntese (pilicider) er mulige legemiddelmal [139], som
ogsa er assosiert med biofilmdannelse [140].

Mal om a interferere med bakteriell quorum sensing

Quorum sensing (QS) er knyttet til virulens i flere bakteriearter, deriblant
Pseudomonas aeruginosa. Murine modellstudier med en LasR mutant (LasR er en LUxR
homolog i P. aeruginosa som er en positiv transkripsjonsregulator som aktiveres av QS-
signaler av typen acyl homoserine lactone (AHL) [141]) viste at LasR var ngdvendig for
virulens, men ikke kolonisering [142]. Mutanten viste ingen forskjell i in vitro vekstrate og
kunne invadere og overleve i murine lungevev, men oppnadde ikke like hagy celletetthet og
forarsaket verken pneumoni, bakteriemi eller ded [142].

Attenuering av virulens kan skje ved ulike stadier for uttrykk av virulensdeterminanter.
A gdelegge for kommunikasjonen mellom bakterier med kjemisk inaktivering av QS-
molekyler (acylhnomoserine lactonase) [139] eller ”quorum quenching” ved designer QS-
reseptor antagonister [23], samt hindret syntese av QS-molekyler [139] er mulige
angrepspunkt. Manipulering med transkripsjonsfaktorer som endrer uttrykk av virulensgen
(adhesjon, toksinproduksjon og sekresjon) er ogsa mulige strategier for & stanse virulente
prosesser [139]. Signaler fra andre bakteriearter eller fra hgyerestaende organismer, men som
ikke er ment som QS signaler [143] kan brukes av patogene arter som et signal for
virulensaktivering. Den bakterielle adrenerge reseptoren QseC aktiverer uttrykk av
virulensgen i S. typhimurium og E. coli [144, 145]. Molekyler som malrettet hemmer QseC —

mediert genaktivering vil trolig ogsa kunne dempe virulens [145].

Biofilmer som malstruktur

Ogsa biofilmdannelse koordineres gjennom QS i alle stadiene fra initial adhesjon,
modning og polymersekresjon til swarming og frisetting til planktonisk spredning [90, 146].
Det er gkende bevissthet omkring en hgy prevalens av biofilmdannelse under infeksjon.
Biofilm-assosierte infeksjoner kan vaere vanskelige & behandle siden selv biofilmer bestaende
av bare en art, ofte har en heterogen sammensetning, fysiologisk sett. Ulike persistere med
unike mekanismer for antibiotikatoleranse [120], kombinert med lavere antibiotikapenetrering
i en biofilmmatriks som ogsa hindrer effektive immunsystemresponser, gjgr biofilmassosierte

infeksjoner vanskeligere a eliminere med konvensjonelle antibiotika. Legemidler som kan
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hemme biofilmdannelse eller fremme opplasning av biofilm er derfor viktige strategier for

bedret infeksjonskontroll.

Populasjonsendring ved infiltrering av en modifisert "Trojansk” bakterie

Neert slektskap blir ofte trukket inn som en forklarende arsak for mer altruistisk adferd,
der et individ gir opp noen av sine mer egoistiske intensjoner til fordel for andre individer. |
bakterielle samfunn kan sosiale interaksjoner i sessile biofilmer koordineres for a gke
populasjonens totale fitness, noe som gir fordeler for de fleste individuelle cellene. En type
koordinert fellesinteresse er sekresjonen av stoffer som gir fordeler, ikke bare for den
produserende cellen, men for alle omkringliggende celler som har mulighet til & benytte denne
fellesgoden. Private goder holdes intracelluleart, men sekrerte fellesgoder (eksoprodukter)
befinner seg ekstracellulert. Derfor er reguleringen av eksoprodukter quorum-sensing mediert,
og tilpasset en celletetthet som maksimerer gevinster av fellesgoder [147], slik at ikke
fellesgodene diffunderer av sted uten nytte.

En modifisert bakterie som kan hgste av fellesgoder, men som ikke produserer
eksoprodukter selv, vil ha en relativt hayere fitness og kan derfor infiltrere og kanskje til og
med erstatte villtypepopulasjonen. Dette kan redusere det totale antallet bakterier som en
falge av en samlet reduksjon i total fitness og systemets barekapasitet, og direkte redusere
patogenisitet ved & hemme sekresjon av patogenisitetsfremmende eksoprodukter [148].
Patogenitetsfremmende eksoprodukter er for eksempel proteaser, toksiner, siderofor,
phospholipaser, rhamnoliper, pyocyanin [141].

Den modifiserte bakterien har fatt noen tilsynelatende gode egenskaper, men man kan
ogsa inkludere innebygde svakheter. Antibiotikasensitivitet og regulert biocinproduksjon (mot
seg selv og mot villtypebakterier) kan inkluderes i modifikasjoner som en type Trojansk hest-
strategi [148]. Nar den modifiserte bakteriepopulasjonen har infiltrert villtypepopulasjonen
kan biocidproduksjon gkes ved eksternt tilfert signal eller ved celletetthetsavhengig QS-

regulering [148].

Modifiserte oppsgkende "pathogen-killers”

Reprogrammering av bakterier som kan sgke opp og drepe mikrobielle patogener er en
ny og spennende strategi. Ny forskning viser eksempler pa at dette kan bli en klinisk mulighet
ved a reprogrammere chemotaxis til & oppsgke patogener [149]. Her viser de eksempel pa E.
coli som svemmer mot gkende konsentrasjoner av AHL som produseres av P. aeruginosa,

ved a sette cheZ genet under kontroll av en LasR-AHL aktivator responsiv promoter pLasl|
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[149]. Denne killer- E. coli stammen er ogsa utrustet med sekrerbart microcin S som er et
antimikrobielt peptid (class Il microcin) med god effekt mot Gram-negative, og sekresjon av
Dnal som har vist effekt for opplgsning av biofilm med hgyt innhold av ekstracelluleere DNA-

komponenter [149].

Nye legemidler med antimikrobiell effekt

| klassisk bakteriofag terapi forarsakes bakteriell celledad direkte av
bakteriofaginfeksjon. Ikke-lyserende, men fortsatt dedelige bakteriofager kan redusere faren
for toksisk sjokk ved massiv bakteriell lysis [138]. Mulige ulemper ved systemisk anvendelse
er sjansene for immunogene responser og antistoff-mediert ngytralisering av bakteriofag
[138]. Klassisk bakteriofag terapi vil pa grunn av et hgyt seleksjonspress ganske sikkert mgte
hurtig resistensutvikling fra sine bakterielle vertsceller [138]. Gitt at bakteriofagene er
selvstendig replikerende biologiske entiteter, kan ogsa bakteriofagpopulasjonene co-evolvere i

et ”arms race”.

Antimikrobielle peptider

Ribosomsyntetiserte antimikrobielle peptider (AMP) produseres av et stort mangfold
av organismer inkludert bakterier, planter, insekter, amfibier og dyr, og er en del av det
medfadte (uspesifikke) immunforsvaret i mennesker [150, 151]. AMP kan deles inn i seks
klasser basert pa struktur [150] som bestemmes av sulfidbroer, motiver av o-helikser, -
sheets, lineere eller sirkulaere peptid, og antar ofte ulik konfirmasjon i vandige eller lipofile
miljg [152].

Kjemiske fellestrekk blant mange av AMPene er en kombinasjon av lipofilisitet og
hydrofilisitet gjennom positivt ladete aminosyreresiduer [153]. Den antimikrobielle effekten
oppnas trolig gjennom permeabilisering av bakteriemembranen ved integritetsforstyrrelser,
rupturer eller poredannelser i membranen som i seg selv kan gi cellelysis [151], eller
tilrettelegge intracelluleert opptak av AMP. Intracellulere strukturer som kan interagere med
AMP er anioniske polymerer som DNA og RNA og noen AMP induserer autolyse av
bakterieceller [151].

Produksjonen av humane AMP varierer noe mellom ulike celletyper.
Thrombocidinene er blodplatespesifikke [154], mens de histidinrike peptidene, histatinene,
sekreres i spytt, og det humane peptidet LL-37 som tilhgrer gruppen cathelicidin, inngar

sammen med a- og - defensinene i flere av immunforsvarscellene, Paneth-celler og
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epitelceller [152]. Granulene i neytrofile celler inneholder modne a-defensiner som kan ha
autotoksiske egenskaper dersom de frisettes feil [150].

Kolesterol utgjar en viktig del av humane cellemembraner og gir ogsa beskyttelse mot
autotoksisitet fra endogene AMP [150]. En selektivitet mot bakterielle membraner oppnas
ogsa ved at kationiske AMP har starre affinitet for de negativt ladete komponentene i
bakteriemembraner slik som teikoisk syre, phospholipider og lipid A i lipopolysakkarider
(LPS) [154] ved & fortrenge positivt ladete metallioner som Ca®* og Mg®* [155].

Forskjellige AMPer kan ha forskjellige virkemater, avhengig av starrelse og struktur
[151], for eksempel er det foreslatt at lengden pa en del antimikrobielle peptider fra Gram-
positive bakterier omtalt som lantibiotika, er med pa a gi en veldig effektiv og supersmalt
baktericid spekter, fininnstilt mot konkurrenter med “riktig” tykkelse pd cellemembraner
[156].

Selv om store AMP molekyl kan ha andre virkningsmekanismer enn kortere AMP,
kan antibiotisk effekt veere tilsvarende. Med utgangspunkt i den minimale
farmakoformodellen for sma kationiske AMP [157] har forskergruppen Svendsen og Stram
fra Universitetet i Tromsg (UiT,) Norges arktiske universitet, syntetisert nye forbindelser
som trolig kan gi legemidler med perorale administeringsmuligheter, og med en relativt enkel
syntesevei, samt mindre risiko for immunologiske responser enn lange peptider, virker som
gode kandidater for denne nye antibiotikagruppen [158]! Ved & bruke unaturlige B-
aminosyrer gker in vivo stabilitet ved at molekylene ikke er substrat for de vanligste
proteasene og molekylene har vist aktivitet mot en biofilmmodell [159]. Det blir meget
spennende a falge med pa fortsettelsen av historien om en ny antibiotikagruppe fra
peptidforskningsmiljgene i Tromsg!

Den kanskje eneste mulige ulempen forbundet med medisinsk anvendelse av
syntetiske AMP er at det gkte seleksjonspresset som et gkt forbruk gir mot eksponerte
bakterier, potensielt kan gi kryssresistens mot det menneskelige immunsystem. Resistens kan
komme av AMP-inaktiverende proteaser, AMP som efflukspumpesubstrat, og nedsatt affinitet
ved modifikasjoner som ngytraliserer negative ladninger pa bakteriemembraner [154].
Mekanismene for membranendringene er hypotetisert a veare assosiert med betydelig
fitnessreduksjon, siden denne resistensmekanismen ikke er mer utbredt, tatt i betraktning den
relativt hurtige evolusjonen av bakterier i forhold til mennesker [155, 160]. Det er funnet flere
resistensmekanismer som modifiserer negativt ladete molekyler som stikker ut av
bakteriecellen, med adderinger av molekyler som kan gi frie positivt ladet aminogrupper

(esterifisering med D-alanine, addering av lysine til det normalt negativt ladete fosfolipidet
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phosphatidylglycerol [154],) lipid A modifikasjoner med aminoarabinose og
phosphoethanolamine [155], og membranstabiliserende inkorporering av ekstra fettsyrer til
lipid A [154]. AMP-resistens er knyttet til gkt virulens i dyremodeller [154, 155].

Reversering av AMP resistens vil kunne fglge samme prinsipper som for reversering
av annen antibiotikaresistens, primaert styrt av kostnad for resistens, kompensasjoner for
kostnad og seleksjonspress. Det antas at kostnadene for resistens gjennom membranendringer
er grunnen til at denne resistensmekanismen ikke er mer vanlig [155]. Eksperimentell
kvantifisering av fitnesskostnader for AMP resistens har vist eksempel pa tilsynelatende
kostnadsfrie effluksmekanismer [161], og at initielle kostnader kan elimineres ved
pafelgende kompensasjonsmutasjoner [162], samt at AMP-resistens kan bevares stabilt i
AMP-frie miljg [163]. Det er ogsa vist et eksempel pa kryssresistens mellom en syntetisk
AMP-analog og humane AMP selv om de antimikrobielle virkningsmekanisme i
utgangspunktet var ulik [162].

Av de tre nevnte resistensmekanismene er det effluksmekanismer og
ladningsngytralisering av bakteriemembraner som kan gi samseleksjon gjennom pleiotropisk
resistens mot flere naturlige og syntetiske kationiske AMP. Seleksjonspresset fra syntetiske
kationiske AMP er ikke ngdvendigvis sammenlignbart med naturlige situasjoner der
bakterier eksponeres for flere ulike AMP og koordinerte immunsystemresponser gjennom
immunmodelerende kjemotaktiske effekter [160]. Viktige spgrsmal om mulig gkoskygge for
de nye peptidantibiotikaene bar nok baseres pa grundige undersgkelser, som kanskije burde
inkludere en utredning av hvordan pavirkningen av mikrobielle kommensaler fra endogene
AMP, skiller seg fra hvordan immunsystemet handterer patogener, for det virker som at de
humane endogene AMP medierer vilkarene for kommensale og symbiotiske bakterie — vert
forhold.

tRNA synthetase hemmere

Andre konserverte strukturer som har store forskjeller mellom prokarya og eukarya er
tRNA synthetasene [164], og her er det allerede pa vei en ny klasse boronbaserte
aminomethylbenzoxaboroles som spesifikt hemmer bakteriell leucyl-tRNA synthetase og har
effekt mot Gram-negative bakterier [165].
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Oppsummering

Hva fremtiden byr pa av nye muligheter for a spesifikt hemme virulente
bakterieinfeksjoner, vil nok henge sammen med den brede innsatsen som gjgres i dag, som
igjen flytter kunnskapshorisonten og avdekker enda flere sider av evolusjonens naturlige og
enorme kreativitet. Menneskeheten har jo historisk sett ogsa brukt naturen som en kilde til
inspirasjon, og det ser bare ut til at mulighetene til & leere bare blir flere med akkumulering av
kunnskap og ved at ny teknologi tas i bruk.

Resistensproblematikken vi ser i dag begr ikke komme som noen overraskelse, tatt i
betraktning den sterke seleksjonen konvensjonelle antibiotika utever pa mange
bakteriepopulasjoner og arter. Mer spesifikke intervensjonsstrategier er derfor gnskelig for
kommende nye antibiotika, der vi bgr bevege oss bort fra de bredspektrede
antimikrobielle "atombombene” og heller omsette kunnskap i form av terapimuligheter som
modulerer og kontrollerer bakteriell adferd, eller spesifikt hindrer patogener, uten store
effekter pA mekanismene som holder oss friske. Optimalisering av samspillet med gunstige
bakterielle interaksjoner kan veere realiserbart innen overskuelig framtid med mulige
implikasjoner for behandlingen av en rekke sykdommer.

Inntil nye legemidler stér klar for & supplere dagens konvensjonelle antibiotika, er det
viktig a prgve a bevare effekten for de mest kritisk viktige antibiotikaene gjennom riktig bruk.
| et medmenneskelig perspektiv er det derfor alltid rett & bruke antibiotika sa klokt som mulig,
men det er ogsa klare “egoistiske” fordeler ved a bruke antibiotika fornuftig. @kt grad av
resistens i normalflora vil kunne gi seg utslag i problematiske infeksjoner ved at
normalfloraen endrer karakter nar immunforsvaret er under et normalt niva eller har andre
pakjenninger. Ogsa nar kommensale eller andre miljgbakterier havner pa avveie, i nye og
uvante deler av kroppen, kan sykdom som vil kunne kreve antibiotikabehandling oppsta, selv
i helt friske mennesker. Resistensdeterminanter som eksisterer i normalfloraen kan i tillegg
overfares til de mer alvorlige patogenene som passerer, ofte asymptomatisk, gjennom
omrader som normalt ikke koloniseres av disse patogenene. Hvordan og hvorfor
resistensnivaet utvikler seg i ulike bakteriepopulasjoner som gjenfinnes i kliniske isolat, i
normalflora, i sykehus, i samfunnet, og andre miljg, er viktige spgrsmal som bgr besvares sa
utfyllende at rasjonelle intervensjonsstrategier kan muliggjares. Det er vist flere mekanismer
som kan pavirke persistens av resistens, men til tross for en intrinsisk hgy kompleksitet i
mulige interaksjoner, er det fullt mulig a lage relativt enkle matematiske modeller som kan gi

kvantitative beregninger for hvor en bgr sette inn virkemidler og initiativ.
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Vedlegg

Tabell 3: Liste over antimikrobielle midler med markedsfgringstillatelse i Norge 2013 [73].

ATC GENERISK BETEGNELSE
JO1 Antibakterielle midler til systemisk bruk
JO1A Tetrasykliner (doksysyklin, lymesyklin, tetrasyklin, tigesyklin)
Jo1C B-laktamantibakterielle midler, penicilliner
Penicilliner med utvidet spekter:
ampicillin, amoksicillin, pivmecillinam, mecillinam
B-laktamasegmfintlige penicilliner:
benzylpenicillin, fenoksymetylpenicillin dikloksacillin, kloksacillin
Kombinasjon av penicilliner, inkl. B-laktamasehemmere:
piperacillin + tazobactam
JO1D Andre B-laktamantibakterielle midler
Cefalosporiner:
1. gen: cefaleksin, cefalotin
2. gen: cefuroksim
3. gen: cefotaksim, ceftazidim, ceftriakson
Monobaktamer: aztreonam
Karbapenemer: meropenem, ertapenem, doripenem, og
imipenem + cilastatin (enzyminhibitor)
Andre cefalosporiner og penemer: ceftarolinfosamil
JO1E Sulfonamider og trimetoprim (sulfametoksazol, trimetoprim)
JO1F Makrolider (erytromycin, spiramycin, klaritromycin og azitromycin)
JO1F Linkosamider (klindamycin)
JO1F Streptograminer (ingen markedsfgrt i Norge; uten MT: streptogramin A og B)
JO1G Aminoglykosider (tobramycin, gentamicin)
JO1M Quinoloner (Fluoroguinoloner eks ofloksacin , ciprofloksacin)
J04 Antimykobakterielle midler
JO4A B02 rifampicin
JO4A CO1 isoniazid
JO4A MO5 pyrazinamid, rifampicin, isoniazid
J04B A02 dapson
DO6A Antibiotika til utvortes bruk
D06B A0l sglvsulfadiazin
DO6A A03 oksytetrasyklin og polymyxin B
DO6A X01 fusidinsyre
DO6A X05 bacimycin og klorheksidin
DO6A X13 retapamulin
DO8A Antiseptika og desinfiserende midler
DO8A C01 dibrompropamidin
DO8A C02 klorheksidin
DO8A JO3 cetylpyridin
GO1A Antiinfektiver og antiseptika, ekskl. kombinasjoner med kortikosteroider
GO1A Al10 klindamycin
GO1A FO1 metronidazol
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