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SAMMANFATTNING

Anda sedan genombrottet for antibiotika i borjan av 1940-talet, har resistensutveckling varit
kand och redan 1945 varnades allménheten, genom Alexander Fleming, for vad som skulle
kunna handa. Trots detta har problemen 6kat lavinartat dels till foljd av of6rsiktig anvandning
och otydliga riktlinjer, och dels som en konsekvens av allt farre nya antibiotika pa marknaden.
Under de sista 10-20 aren har kontrollen 6ver resistensutvecklingen brustit vilket gjort att
flertalet myndigheter sasom varldshalsoorganisationen (WHO) och World Organization for
Animal Health (OIE) uttryckt stor oro for den globala hélsan. Begreppet ”One Health” har
aldrig varit viktigare da resistensmekanismer ar éverforbara mellan bakterier och flertalet
svarbehandlade infektioner &r zoonoser och darmed smittar mellan manniskor och djur. En
I6sning pa problemet behdver hittas.

Sa gott som samtliga antibiotikaklasser som anvénds kliniskt idag upptacktes mellan 1940 och
1960. Flertalet av dessa ar framtagna genom en process dar screening gjorts av naturliga
bakterieprodukter vilket var framgangsrikt fram till slutet av 1960-talet. Méangden biologiskt
material som fanns tillgangligt ansdgs da uttomt och processen Gvergavs till forman for
utveckling av analoger. Analoger av redan existerande antibiotika var en lange framgangsrik
metod men ursprungsmolekylens resistensproblem kvarstar ofta vilket begréansar
anvandningen. Antalet analoger som kan framstéllas ur en ursprungsmolekyl &r ocksa begréansat
vilket ar en stor anledning till varfor det kommer ut allt farre preparat pa marknaden idag. Nya
klasser av antibiotika som angriper bakterierna pa ett unikt satt ar en nodvandighet om de
svarbehandlade infektionerna idag ska kontrolleras.

En atergang till den framgangsrika process som ledde fram till de stora antibiotikaupptackterna
skulle kunna ske om tidigare icke-odlingsbara bakterier kunde utnyttjas. Den negativa
utvecklingstrend som dominerar idag skulle da kunna vandas. Icke-odlingsbara bakterier utgor
uppskattningsvis 99% av den totala bakteriella floran vilket innebér en enorm potential som
hittills varit utom rackhall. En nyligen publicerad teknik, iChip, mojliggor produktion av
tidigare icke-odlingsbara bakterier. Komplexiteten kring véxt av icke-odlingsbara bakterier
utfor fortfarande ett hinder men trots det kan iChip-tekniken 0ka det tillgdngliga biologiska
materialet med en tiopotens.

Denna litteraturstudie syftar till att undersdka den nya iChip-teknikens potential samt om de
framgangsrika aren for antibiotikautveckling gar att ateruppratta. Kan dessutom nya
behandlingsalternativ for de svarbehandlade multiresistenta infektionerna tas fram genom
denna teknik?

Utvecklingspotentialen med iChip-tekniken ar stor vilket skulle kunna fa lakemedelsbolag att
aterigen satsa resurser pa nya antibiotika. Nagra ar efter publiceringen av iChip-tekniken,
upptacktes den forsta antimikrobiella substansen, teixobactin vilken visade sig vara dverlégsen
vancomycin i sin formaga att avdoda resistenta bakterieinfektioner sdsom MRSA och
M.tuberculosis. Tillsammans med nyligen uppsatta internationella riktlinjer  for
antibiotikaanvandning kan iChip-tekniken vara vad som krdvs for att védnda den negativa
trenden.



SUMMARY

Antibiotic resistance has been known ever since the breakthrough of antibiotics in the 1940s
and the public was warned in 1945 by Alexander Fleming of what might happen. Despite this
have the problems increased at an alarming rate partly due to inappropriate use and unclear
guidelines and partly because fewer new antibiotics reach the market. The control has been lost
completely during the last 10-20 years which resulted in reactions from several agencies e.g.
World Health Organization (WHO) and World Organization for Animal Health (OIE). Today
Is antibiotic resistance considered a threat to public health and the concept “One Health” has
never been more important, due to transferable resistance mechanisms between bacteria and the
fact that several resistant bacterial infections are zoonotic and transmit disease between humans
and animals. A solution to the problem needs to be found.

Essentially all clinically used classes of antibiotics today were discovered between 1940 and
1960. The majority of these where developed through a screening process of natural products
from bacteria, a successful approach until the end of the 1960s. After years of success the
returns from screening natural products diminished due to the limited amount of cultivable
bacteria and the platform was abandoned. Identification of analogues to already existing classes
became the dominant method of discovery after the 1960s and was successful for decades.
Limiting factors with this approach are inherited resistance problems and the fact that there is
a limit to the number of analogues which can be made from a single chemical core. The latter
disadvantage is in part responsible for the diminishing number of antibiotics that reach the
market today. Novel classes of antibiotics which target bacteria in new ways are essential to
treat the emerging resistant bacterial infections.

Reviving the successful platform that led to the discovery of the major classes of antibiotics
could occur if the previously non-cultivable bacteria could be exploited. The diminishing
development tendency seen today could then be reversed. Non-cultivable bacteria represent
approximately 99% of all species which constitute a previously unknown potential source of
antimicrobial products. A newly published technique, iChip, enables production of previously
non-cultivable bacteria. The complexity in culturing these bacteria still constitute a problem but
nevertheless an order of magnitude higher than the recovery rate using traditional methods can
be seen.

This literature study aims to investigate the potential of the new iChip technique and if the
successful years of antibiotic development can be reestablished. Furthermore can new treatment
options for drug resistant bacterial infections be discovered using this technique?

The potential using iChip technique is extensive which might encourage pharmaceutical
companies once again to invest in antibiotic development. A few years after the publishing of
iIChip technique the first antimicrobial substance, teixobactin, was discovered. Teixobactin was
superior to vancomycin in bactericidal activity to several resistant bacterial infections such as
MRSA and M.tuberculosis. The iChip technique together with newly established international
guidelines for antibiotic use might be what is required to turn the negative trend.



“The time may come when penicillin can be bought
by anyone in the shops. Then there is the danger
that the ignorant man may easily underdose himself
and by exposing his microbes to non-lethal quantities

of the drug make them resistant”

Sir Alexander Fleming

Nobelforelasning, December 11, 1945



INLEDNING

Resistensutveckling ar ett allvarligt hot mot den globala hélsan och en lésning pa problemet
behdver hittas (Torneke et al., 2015; ECDC, 2015). Den arliga epidemiologiska rapporten fran
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) 2015, beskriver att en fortsatt
okning av resistenta bakterier ses inom humanmedicinen dar exempelvis Meticillin-resistenta
Staphylococcus aureus (MRSA) utgér mer &n 25% av samtliga isolerade S.aureus i 7 av 29
medlemslander inom EU/EEA. Den senaste sammanstallningen fran statens veterinar-
medicinska anstalt (SVA) fran 2014 beskriver en fortsatt gynnsam situation i Sverige ur ett
globalt perspektiv. men samtidigt ses en oroande oOkning i humana fall med resistenta
bakteriestammar som exempelvis MRSA och de ytterst svarbehandlade multiresistenta
bakterierna ur familjen Enterobacteriaceae med Extended Spectrum Beta Lactamases, ESBL
(resistens mot betalaktamantibiotika med utvidgat spektrum). Aven hos djur i Sverige ses
ESBL-producerande bakterier dar framférallt slaktkyckling utgjort ett problem (Swedres-
Svarm, 2014). Flera av de allvarliga bakterierna, daribland ESBL-producerande bakterier, ar
zoonoser och begreppet ”One Health” lyfts fram av flera myndigheter (FAO/OIE/WHO, 2016).
Verksamma antibiotika mot dessa infektioner samt likartade globala regler och riktlinjer for
anvandning inom bade human- och veterinarmedicinen behover tas fram (Torneke et al., 2015;
Fischbach & Walsh, 2009).

Anda sedan genombrottet for antibiotika och upptickten av penicillin sd har resistens hos
bakterier varit kant. Alexander Fleming varnade redan i sin nobelforeldsning 1945 for
problemet men trots det sa oOkar standigt resistensutvecklingen. En stor del av
resistensproblematiken kommer av en alltfor vidlyftig anvandning av antibiotika, bade inom
human- och veterindrmedicinen. Detta har resulterat i riktlinjer som arbetats fram bade pa
nationell och internationell nivd for att harmonisera anvandning och minska onddig
antibiotikaférsaljning (Torneke et al., 2015; WHO, 2012). Resistensutvecklingen har hallits
under kontroll genom att standigt introducera nya preparat pa marknaden vilket varit
framgangsrikt fram till i borjan av 2000-talet. En viktig faktor till att man tappat kontrollen pa
senare ar ar att utvecklingen av nya antibiotika avstannat (Fair & Tor, 2014).

Flera studier belyser risken med att sa fa nya antibiotika nar marknaden idag, i all synnerhet
som behovet av att finna nya antibiotikaklasser &r skriande stort (Fair & Tor, 2014; Collignon,
2015). En metod som flera forskare tar upp som ett lovande angreppssétt ar anvandningen av
tidigare icke-odlingsbara bakterier och deras naturliga antimikrobiella produkter.
Uppskattningsvis utgor 99% av den totala bakteriella floran av hittills icke-odlingsbara
bakterier (Pham & Kim, 2012). De essentiella néringsfaktorerna for denna enorma fraktion har
inte gatt att aterskapa in vitro med traditionella odlingsmedium som agarplattor eller flytande
naringsbuljong (Stewart, 2012). Denna litteraturstudie kommer att avhandla om en atergang till
guldaren for antibiotikautveckling &r majlig genom anvandning av icke-odlingsbara bakterier
med hjélp av en nyligen publicerad metod kallad isolation chip (iChip). Kan nya effektiva
behandlingsalternativ upptackas for svarbehandlade resistenta bakteriestammar genom
anvandning av detta angreppssatt? Se figur 1 for en grafisk presentation av tankarna bakom
denna litteraturstudie.
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Figur 1. Schematisk presentation av litteraturstudien. 1. ”One health”’-begreppet binder samman
djur och manniskor 2. Multiresistenta infektioner som i varsta fall star utan behandlingsalternativ
3. Alarmerande fa nya antibiotikaalternativ 4. Ny metod for utveckling av antibiotika 5. Potenta och
livsviktiga nya antibiotika ndr marknaden som kan anvandas vid livshotande infektioner.

Figur 1 ska illustrera behovet av att finna nya metoder for antibiotikautveckling sa potenta nya
antibiotikaklasser kan utvecklas och anvéndas vid livshotande infektioner och skydda den
globala hélsan hos bade manniskor och djur.

MATERIAL OCH METODER

Litteratursdkning har framforallt skett i databaserna Pubmed och bibliotekets databassamling
Primo.

Exempel pa sokstrangar i Primo och Pubmed:

e Antibiotic AND resistance AND development OR history
e Novel AND antibio* AND develop*

e Novel AND antibiotic AND alternative AND development
e Antibiotic AND resistance AND veterinary

Sokstrangarna ovan har kombinerats med enskilda sokord da nagot specifikt eftersokts: Non-
cultivable, bacteriophages, iChip etc.

Facklitteratur har dven inhamtats fran SLU-biblioteket genom bestéallning av ett antal artiklar.
Officiella rapporter fran WHO, ECDC och Folkhalsomyndigheten har anvants for att beskriva
radande resistenssituation. Avgransningar har till storsta delen skett genom observation av vad
som ar aktuellt for valt @amne och genom Oversiktsartiklar.
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LITTERATUROVERSIKT
Antibiotikautveckling — historisk tillbakablick

Upptécken av antibiotika tillhér en av de stora milstolparna inom den moderna medicinen som
dramatiskt har forbattrat livskvaliteten och forlangt livslangden for bade manniskor och djur.
Den antibiotiska eran tog sin borjan pa 1910-talet med upptackten av det forsta sulfaldkemedlet,
Salvarsan 1910. Salvarsan anvéandes for att behandla syfilis hos ménniska och var den mest
anvanda antibiotikan fram till 1940-talet (Zaffiri et al., 2012). Det verkliga genombrottet for
den antibakteriella eran kom nér Alexander Flemming 1928 revolutionerade vérlden med
upptackten av penicillin. Denna slumpartade upptéckt introducerades pa marknaden 1941 och
banade vég for flera artionden av framgangsrika antibiotikaupptéckter (Zaffiri et al., 2012).

Guldaren for antibiotikautveckling inleddes pa 1940-talet da Selman Waksman, utnyttjade
bakteriernas egen férmaga att producera antibiotika och utvecklade en metod for utveckling
kallad Waksmans plattform. Metoden liknade den Alexander Fleming anvande vid upptéckten
av penicillin (Lewis, 2012). Detta ledde fram till upptéckten av bakteriegenus Streptomycetes
och streptomycin 1943, den forsta aminoglykosiden. Denna plattform som anvénde sig av
naturliga produkter fran bakterier togs upp av lakemedelsindustrin och under de kommande 20
aren upptacktes i stort sett alla stora antibiotikaklasser (Lewis, 2013).

Figur 2 visar att de allra flesta antibiotikaklasserna som upptécktes mellan 1940 och 1960 hade
sina ursprung i naturliga bakterieprodukter. Pa 1960-talet 6vergavs Waksmans plattform och
tillvagagangssattet med utveckling av naturliga bakterieprodukter eftersom materialet ansags
uttomt (Lewis, 2013). Detta banade vag for utveckling av semi-syntetiska och syntetiska
antibiotika. Den idag sa viktiga syntetiska bredspektrumantibiotikan, flourokinolonerna, har sitt
ursprung i kinolonfamiljen som upptacktes 1962 (Lewis, 2012; Zaffiri et al., 2013).
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Figur 2. Utveckling av antibiotika. Figur modifierad efter WHO (2014) och Lewis (2013).



Efter 1960-talet har inga bredspektrumantibiotika upptackts. Flera naturliga bakterieprodukter
eller derivat har utvecklats och godkénts efter 1960-talet men de har baserats pa gamla
upptackter. Den sista kliniskt anvandbara antibiotikaklassen, daptomycin, mot flera bakteriella
agens upptacktes 1986. Daptomycin &r en lipopeptid som verkar pa grampositivas cellviagg och
kom i bruk 2003 (Lewis, 2013). Linezolid, en oxazolidinonantibiotika, togs i bruk ar 2000 men
upptackten av substansen gjordes redan pa 1970-talet (Fair & Tor, 2014).

Tva antibiotikaklasser med extremt smalt spektrum har godkéants pa senare tid. Makrolaktoner,
upptacktes som klass visserligen redan pa 1970-talet men introducerades kliniskt forst 2011
med effekt mot Clostridium difficile (Fair & Tor, 2014). Diarylquinoliner, som endast verkar
mot Mycobacterium tuberculosis upptacktes 1997 och togs i bruk 2012 (Fair & Tor, 2014).

Resistensutveckling

Parallellt med att ett nytt antibiotika introduceras pa marknaden upptacks resistensutveckling
mot substansen. Generellt observeras resistens inom 2 ar efter introduktionen aven for nya
antibiotikaklasser (Coates et al., 2011). D& mikroorganismer har haft flera miljarder ar pa sig
att genom naturlig selektion forvarva resistens mot mikroorganismer i omgivningen, ar det
knappast forvanande att resistens ocksa forekommer. En forhoppning fanns tidigt att syntetiskt
framstéllda antibiotika skulle resultera i langsam resistensutveckling, t ex for fluorokinolonerna
eller diarylquinolonerna. Tyvarr infriades inte detta utan en snabb resistensutveckling sags aven
for dessa syntetiska antibiotika (Coates et al., 2002). Mekanismerna bakom resistensutveckling
utgor ett komplext natverk av faktorer och ar inte helt utrett. En férklaringsmodell kan dock
vara att substanser som attackerar ett enkelt malprotein som t ex ett enzym, utvecklar snabbare
resistens an substanser som samtidigt verkar pa flera komplexa mal som i cellmembranet
(Coates et al., 2002). Vancomycin &r ett exempel pa det senare och verkar pa bakteriens
cellmembran. Substansen upptacktes pa 1950-talet men uppvisade inte resistens forran ca 30 ar
senare vilket framgar av figur 3 (Levine, 2006).
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Idag finns resistens dokumenterad hos samtliga antibiotikagrupper som finns pa marknaden.
Awven for de senaste tillskotten i form av diarylquinoloner och makrolaktoner dar resistens
observerades redan innan substanserna var tillgangliga pa marknaden (Lewis, 2013). Figur 3
visar hur dokumenterad antibiotikaresistens utvecklats inom loppet av 1 — 30 ar efter
introduktionen.

Hotet fran antibiotikaresistens har lett till att flera internationella myndigheter idag anser att
problemet allvarligt hotar den globala hélsan (ECDC, 2015; FAO/OIE/WHO, 2016). Begreppet
”One health” har lyfts fram och har aldrig varit viktigare eftersom flera av de svarbehandlade
infektionerna, som till exempel MRSA och ESBL-producerande Enterobacteriaceae, &r
zoonoser Vilket drabbar bade manniskor och djur och att resistensutveckling i manga fall ar
overforbar mellan bakterier (Collignon, 2015). | den senaste rapporten fran ECDC tas bade
MRSA och ESBL-producerande bakterier upp som sarskilt viktiga (ECDC, 2015). MRSA ar
pa vissa hall i Europa ett stort problem inom humanmedicinen representerat av dver 25% av det
totala antalet isolerade S.aureus. ESBL-producerande Escherichia coli, resistenta mot tredje
generationens cefalosporiner utgor ocksa ett stort problem med oOkande omfattning.
Resistenssiffror varierande fran 4.4% (Sverige) till 38.1% (Bulgarien) med en medelresistens
over hela Europa pa 11.9%. E.coli som forvarvat resistens mot karbapenemer sa kallade
ESBLcarsa, SOM i manga fall utgor sista behandlingsvagen av ESBL-producerande bakterier
ar fortsatt ldg inom Europa. En av de mest svarbehandlade bakteriella infektionerna,
ESBLcarsa-producerande Klebsiella pneumoniae, utgor ett stort problem globalt sett da fa eller
inga behandlingsalternativ langre finns (WHO, 2014; ECDC, 2015). | Europa ses en 6kande
trend med alarmerande siffror fran exempelvis Grekland dar 6ver 60% av isolaten av
K.pneumoniae ar ESBLcarsa-producerande (ECDC, 2015).

Situationen i Sverige ar fortsatt gynnsam med relativt 1ag resistensutveckling inom bade
human-och veterinarmedicinen. SVA redovisade i sin senaste rapport dock en 6kning av bade
MRSA (19%), och ESBL-producerande bakterier (9%) inom humanmedicinen i Sverige.
Forekomsten av MRSA hos djur ar fortsatt 1dg men sags bland annat hos héast, hund, katt och
notkreatur. ESBL-producerande E.coli har varit ett problem med hdg férekomst hos
slaktkyckling i Sverige men minskning kunde ses enligt den senaste rapporten fran SVA
(Swedres-Svarm, 2014).

Strategier for antibiotikautveckling

Guldaren for antibiotikautveckling &r sedan lange forbi och de senaste artiondena har
utvecklingen av nya antibiotika gatt stadigt ner. Varlden producerade mer &n 20 nya
antibiotikaklasser mellan 1930-1962 (Coates et al., 2011). Till storsta delen var detta resultatet
av en framgangsrik plattform med screening av naturliga produkter (Lewis, 2013). Ett stort
antal analoger till existerande klasser har tagits fram. Anledning till varfér ldkemedelsindustrin
producerar farre och farre nya antibiotikaklasser kan delvis bero pa att det finns farre och farre
nya metabola mal for antibiotika. Ur ekonomisk synpunkt ar marknadsféring av en analog battre
an att upptacka nya klasser (Coates et al., 2011). Svarigheten att finna nya antibiotika och de
hoga utvecklingskostnaderna har resulterat i att allt farre ldkemedelsbolag vagar satsa pa
antimikrobiell utveckling (Fair & Tor, 2014).



Anviandning av ett semi-syntetiskt tillvdgagangssatt och utvecklandet av analoger till
existerande antibiotika har varit helt dominerande de senaste 50 aren. Denna metod tog fart nar
antibiotikans guldar tog slut pd 1960-talet. Nya analoger har varit mycket framgangsrika och
kunde kontrollera antibiotikaresistensens utbredning tills for 10-20 ar sedan. Idag tillverkas for
fa nya analoger for att halla jamna steg med resistensutvecklingen (Fair & Tor, 2014).
Utveckling av analoger ar pa manga sétt tilltalande ur ett utvecklingsperspektiv da dessa
substanser oftast leder till lagre risk for toxiska effekter. Analoger har ocksa ofta samma
I6slighet och proteinbindning som ursprungsmolekylen. Det &r dven attraktivt ur ett ekonomiskt
perspektiv da en del av arbetet redan ar gjort vid utveckling av ursprungssubstansen. Nackdelen
med denna metod &r att det finns en gréns for antalet nya analoger som kan framstéllas fran en
grundstruktur (Coates et al., 2011). Nya analoger arver oftast ocksd en del av samma
resistensproblem som redan finns for ursprungsmolekylen pa grund av liknande
verkningsmekanism eller struktur. Ett problem som gor att det blir absolut nédvéndigt att hitta
alternativa metoder for upptéckt av nya antibiotikaklasser (Fair & Tor, 2014).

Anvindning av ett helt syntetiskt tillvagagangssatt har historiskt inte varit sa framgangsrikt.
Metoder som High Through-put screening (HTS) &r en automatiserad process som identifierar
bindning eller aktivitet fér hundratusentals molekyler till en isolerad receptor eller hela celler.
Detta mojliggor identifiering av potentiella substanser for utveckling. Rational drug design &r
en strategi dar potentiella lakemedelssubstanser utvecklas baserat pa analys av den
tredimensionella strukturen av ett protein som interagerar med en ligand (Lewis, 2013). En av
de storsta begransningarna med ett syntetiskt tillvagagangssatt &r svarigheten att fa dessa
molekyler att penetrera bakteriens cellvagg. Detta galler sérskilt gramnegativa bakterier dar
cellvéggens uppbyggnad utgor ett sarskilt skydd (Fair & Tor, 2014).

Ett antal lovande alternativa metoder for framstallning av nya antibiotika finns beskrivna i
litteraturen, men metoderna &r i dagsléget inte fullt utvecklade. Tabell 1 listar de mest lovande
metodernas for- och nackdelar.

Bakteriofager kan anvandas som terapimetod mot bakteriell infektion. Bakteriofager dddar
bakterier och har anvénts i behandling pa manniskor i vissa lander (Coates & Hu, 2007). De &r
specifika och propagerar snabbt men det finns ocksa manga barriarer for bakteriofag-terapi.
Utveckling av resistens sker relativt latt vilket gor att man maste ge en cocktail av bakteriofager
vilket i sin tur gor tillverkningen svarare (Lewis, 2013). Immunogeniciteten av bakteriofager
kan bli problematisk da de kan inducera neutraliserande antikroppar. Vidare sa kan en massiv
bakteriell lys leda till toxisk shock (Coates & Hu, 2007).

Utveckling av antimikrobiella peptider utgor ett lovande félt som verkar mot inte bara bakterier
utan dven virus, svamp och tumarceller. Antimikrobiella peptider & sma molekyler (3-5kDa)
som produceras av bade manniskor, vaxter och djur. Ett problem med peptider har varit deras
verkningsmekanism som ofta ger upphov till toxiska reaktioner (Lewis, 2013).

Bakterier existerar i tva tillstdnd i en klinisk infektion, en vaxande fraktion och en stationar,
icke-vaxande fraktion. En alternativ metod som foreslas ar att rikta antibiotika mot denna icke-
vaxande fraktion. Existerande antibiotika riktar sig framst mot den vaxande fraktionen och &r
inte alltid sa effektiv mot den stationara. Genom att utveckla antibiotika som ar effektivare mot



den stationéra tros man kunna forkorta behandlingstiden for infektion, effektivare kontrollera
sjukdomsutbrott och minska resistensutveckling. Problemen med detta angreppssatt har varit
att hitta molekylara mal for antibiotikautveckling dd manga gener nedregleras hos vilande
bakterier samt att det kan finnas olika typer av stationara bakterier vilket utgor ett hinder vid
utveckling av antibiotika (Coates & Hu, 2007).

Tabell 1. Alternativa metoder for antibiotikautveckling

Fordelar Nackdelar
Bakteriofager e Anvands i behandling i vissa e Utvecklar l&tt resistens
lander ¢ Neutraliserande antikroppar
e Specifika e Toxiska reaktioner

¢ Propagerar snabbt

Attackera vilade o Forkorta behandlingstid e Famolekylara mal
bakterier e Kontrollera sjukdomsutbrott e Olika typer av vilande bakterier
effektivare

¢ Minska resistensutveckling

Antimikrobiella e Verkar dven pa virus, svamp e Toxiska reaktioner
peptider och tumorceller e Svaradministrerade

Det alternativ som av flera framstdr som lockande ar dock en nystart av det tidigare
framgangsrika konceptet med screening av naturliga produkter (Lewis, 2012; Clardy, 2006).
Problemet ar att den del av bakteriefloran som véxer pa traditionellt media, flytande eller fast
agar, redan undersokts med avseende pa antibiotikakandidater och ansetts uttémd sedan lange
(Lewis, 2013). For att en nystart ska kunna ske behdver den stora majoritet av bakterier som
inte véxer pa traditionellt media utnyttjas. Metagenomstudier och rRNA-analyser gjorda pa
jord- och vattenprover har visat att uppskattningsvis 99% av den totala bakteriefloran inte vaxer
under konstgjorda férhallanden (Pham & Kim, 2012). Om denna fraktion skulle kunna odlas
skulle det kunna leda till en ateruppvackning av Waksmans plattform dar screening av naturliga
produkter aterigen kunde utnyttjas. Detta skulle leda till att ett enormt mycket storre material
an tidigare blev tillgangligt (Lewis, 2012). Det stora problemet har varit att denna dominerande
fraktion inte har gatt att kultivera med traditionella metoder (Kaeberlein et al., 2002). Det har
tills helt nyligen inte gatt att anvanda sig av denna enorma mangd biomaterial forran en
forskargrupp i Massachusetts, USA, slutligen lyckades (Nichols et al., 2010).

Isolation chip (iChip)

Nichols et al. presenterade 2010 att de utvecklat en ny metod for att fa icke-odlingsbara
bakterier att véxa. Isolation chip (iChip) verkar som en in situ kultiveringsmodell dar hundratals
sma diffusionskammare kan laddas med enstaka bakterieceller i varje kammare vilket kan ses i
figur 4. Diffusionssystemet mojliggor transport av naturligt forekommande naringsdmnen och
omgivningsfaktorer da inkubering av chipet sker i den naturliga omgivningen (Nichols et al.,
2010). Denna teknik har mojliggjort véaxt av en mycket storre méngd olika mikroorganismer an
traditionella media (50% vs 1%) (Sherpa et al., 2015).
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Figur 4. iChip-tekniken A: Provmaterial 16ses upp i flytande agar. B: Agarn stelnar.
C: Polykarbonatmembran placeras bade 6ver och under kammare (Nichols et al., 2010).

Provmaterialet samlas in fran jord- eller vattenprover och l6ses upp i flytande agar.
Suspensionen spads for att forsékra att endast en cell placeras per kammare (A). Den flytande
agarn stelnar och immobiliserar cellerna i kamrarna (B). Dérefter placeras polykarbonat-
membran pa bada sidorna dver enheterna med kammare (C). Detta gors dels for att férhindra
cellmigration och dels for att tilldta migration av néaring och omgivningsfaktorer in till de
isolerade bakteriecellerna. Tackglas med matchande kammare laggs pa membranen och skruvas
fast och haller membranen pa plats (Sherpa et al., 2015). Inkubering av iChip gors sedan i den
naturliga miljon dar proverna togs (Nichols et al., 2010).

Ett storre antal bakterier kunde isoleras med iChip jamfort med traditionellt media och arterna
som observerades skiljde sig markant at med helt olika genus och mojligen ocksa familjer
representerade (Nichols et al., 2015).

Tillvaxten av mikroorganismer var nastan 50% i iChip jamfort med ca 1% pa traditionella
media som agarplattor (Ling et al., 2015). Trots att iChip-tekniken ar framgangsrik pa att isolera
bakterier ar vaxten av bakterier i iChip mangdmassigt liten sa avancerade studier av materialet
kan inte genomforas. Det innebdr att bakteriematerialet behdver Gverforas till traditionella
media for att exponentiellt 6ka i méngd. Denna process kallas domesticering (Nichols et al.,
2010). | detta steg sag forfattarna fortfarande ett problem da domesticeringen forsvarar utvaxten
av bakterier och totalt kunde ca 10-15% av totala bakteriemangden amplifieras. Detta &r trots
det relativt laga antalet en tiopotens battre an odling pa traditionellt media (Sherpa et al., 2015).

Utvecklingspotentialen for iChip ar enorm da screening av tidigare icke-odlingsbara bakterier
nu kan genomforas och mojliga substanser med antimikrobiell aktivitet kan upptackas (Nichols
etal., 2010).

Teixobactin — forsta antimikrobiella substansen fran iChip

Anvindbarheten av iChip-tekniken demonstrerades redan nagra ar efter publiceringen 2010, da
en forskargrupp presenterade den forsta antimikrobiella substansen som upptéckts pa detta sétt.
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Forskargruppen demonstrerade att framrenade extrakt fran 10 000 iChip-isolerade kolonier
hade antimikrobiell aktivitet. Detta gjordes genom att tillséatta extrakten till plattor med vaxande
S.aureus (Ling et al., 2015).

En ny art av B-proteobakterier som gavs namnet Eleftheria terrae visade tydlig aktivitet mot
S.aureus i forsdket. Ansvarig for den antimikrobiella aktiviteten var en 1 242 Da stor molekyl
som inte fanns registrerad i nagon databas och fick namnet teixobactin. Denna substans
utsondras naturligt fran Eleftheria terrae som tillhr ett nytt genus som ar relaterat till
Aquabacteria, dvs. en bakteriegrupp som normalt inte ar kand for ndgon antibakteriell effekt
(Ling Nature 2015).

| artikeln av Ling et al. (2015) gjordes forsék som visade att teixobactin hade tydlig
antimikrobiell aktivitet med ett lagt ”Minimum Inhibitory Concentration” (MIC)-vérde mot
grampositiva bakterier inklusive flera mycket svarbehandlade resistenta bakteriestammar. |
tabell 2 kan aktiviteten av teixobactin ses.

Flera resistenta stammar sasom MRSA, vancomycinresistenta enterokocker (VRE) samt de
mycket svarbehandlade infektionerna fran M.tuberculosis och Cl.difficile uppvisade valdigt
laga MIC-varden. M.tuberculosis ar en av de mest svarbehandlade infektionerna pa humansidan
globalt sett och representerar den andra ledande dodsorsaken av infektiosa agens (Frieden et
al., 2014).

Tabell 2. Aktivitet mot patogena mikroorganismer

Teixobactin MIC

(hg mL™)

Staphylococcus aureus 0.25
Staphylococcus aureus (MRSA) 0.25
Enterococcus faecalis (VRE) 0.5
Streptococcus pneumoniae (penicillin-R) <0.03
Clostridium difficile 0.005
Mycobacterium tuberculosis H37Rv 0.125
Escherichia coli 25
Pseudomonas aeruginosa >32
Klebsiella pneumoniae >32

Teixobactin var baktericid mot S.aureus och VISA (Vancomycin intermediate resistent
S.aureus) och overlagsen vancomycin i att avddoda dessa. Notera att bristande
vancomycinbehandling mot MRSA &r kopplad till bristande baktericid effekt (Ling et al.,
2015). Ur tabell 2 framgar ocksa att teixobactin inte ar verksamt mot gramnegativa bakterier
som E.coli, P.aeruginosa och K.pneumoniae dér ett hogt MIC-varde ses.

Teixobactin verkar genom att h&mma syntesen av cellvdggen genom att binda till lipid 11 som
ar en foregangare till peptidoglykan och lipid 1Il, en foregangare till teikonsyra.
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Verkningsmekanismen for teixobactin &r helt skild fran évriga antibiotikaklasser och darfor
réknas denna substans till en helt ny klass (Ling et al., 2015). Anledningarna till varfor
gramnegativa bakterier inte angrips beror troligtvis pa att teikonsyra saknas i de gramnegativa
bakteriernas cellvagg och att peptidoglykanlagret &r skyddat av ett yttre membran (Kahrstrém,
2015).

Ling et al. (2015) forsokte vidare att skapa resistens mot teixobactin genom att utsatta stammar
av S.aureus och M.tuberculosis for laga nivaer av teixobactin (under MIC-vérdet) i mediet
under 25 dagar men detta lyckades inte skapa resistenta stammar. Inbindningen till lipider tros
vara den ena viktiga faktorn till att ingen resistensutveckling kunde observeras. Den andra
faktorn tros vara teixobactins formaga att inhibera tva olika produkter (lipid 11 och lipid I1I).
Detta till skillnad nar malet for antibiotikan &r ett protein vilket ofta leder till att bakterier lattare
utvecklar resistens (Kahrstrom, 2015; Wright, 2015).

Ofta har man kopplat oférmaga att bilda resistenta stammar i in vitro-forsok till toxicitet for
daggdjursceller. Detta gjorde att toxiciteten undersoktes for teixobactin i tva olika cellinjer utan
att toxicitet kunde pavisas (Ling et al., 2015).

Musforsok genomfordes dar musmodellen infekterades med MRSA intraperitonealt med en dos
som normalt leder till 90% dodlighet. En timme postoperationellt introducerades teixobactin
intravendst i olika doser. Alla de behandlade djuren 6verlevde och ett PDso-varde (Protective
dose) raknades fram for teixobactin (PDsg = 0.2 mg/kg). Detta kan stéllas i relation till PDso
som ar 2.75 mg/kg fér vancomycin, det huvudsakliga antibiotikat som anvénds vid MRSA-
infektioner. Teixobactin visade dven upp mycket goda resultat i en modell som infekterades
med Streptococcus pneumoniae (Ling et al., 2015).

NovoBiotic Pharmaceuticals fick i oktober 2015 anslag for att undersoka effekten av
teixobactin mot M.tuberculosis (NovoBiotic Pharmaceuticals, 2015). Teixobactin skall
forhoppningsvis studeras i kliniska studier under 2017 (Piddock, 2015).

13



DISKUSSION
Problemomraden inom human- och veterindrmedicinen

Alarmerade rapporter om resistensutveckling slapps fran myndigheter éver hela vérlden
(ECDC, 2015; WHO, 2014). Stora problem ses vid infektion av flertalet bakterier och
resistensutveckling utgor ett allvarligt hot mot den globala hélsan. Begreppet ”One health” har
aldrig varit viktigare eftersom resistensutveckling i manga fall ar 6verforbar mellan bakterier
och manga av bakterierna, exempelvis MRSA och ESBL-producerande Enterobacteriaeace, ar
zoonoser (Collignon, 2015; Swedres-Svarm, 2014). MRSA representerade Over 25% av de
isolerade S.aureus isolaten i 7 av 29 medlemslander inom EU/EEA och SVA visade i sin senaste
sammanstallning att hundar och Katter till stor del bar pa samma stammar som manniskor och
smittspridning sker troligtvis fran framférallt manniskor till djur (Swedres-Svarm, 2014).
Problemen é&r fortsatt relativt sma i Sverige men en 6kande trend av MRSA ses i Sverige och
med ett allt 6kande resande med eller utan séllskapsdjur okar risken for smittspridning till vara
breddgrader (Swedres-Svarm, 2014).

Nagra av de allra storsta problemen inom humanmedicinen &r de svarbehandlade gramnegativa
bakterierna sasom ESBL-producerande E.coli och K.pneumoniae (WHO, 2014; ECDC, 2015).
Dessa infektioner star i varsta fall helt utan behandlingsalternativ vilket framst galler for
karbapenem-resistenta stammar, sa kallade ESBLcarsa. Over 60% av isolerade K.pneumoniae
fran Grekland visade sig vara ESBLcarsa-producerande vilket ar hogst oroande (ECDC, 2015).
I Sverige har vi dven har &n sa lange en gynnsam situation men trenden &r 6kande. Férekomsten
hos djur i Sverige ar fortsatt Idg med undantag for ESBL-producerande E.coli hos slaktkyckling
som utgjort ett problem men ar minskande (Swedres-Svarm, 2014).

Minska resistensutvecklingen

Ett gemensamt grepp inom bade human- och veterindrmedicinen ar nodvandigt for att andra
den radande situationen (Collignon, 2015). Den problematiska situation som vi ser idag beror
dels pa en alltfor nonchalant anvandning av antibiotika inom bade human- och
veterinarmedicinen. Detta har pa senare ar fatt till foljd att flertalet myndigheter utarbetat
riktlinjer for att begransa anvandningen av antibiotika och framhalla att en fornuftig anvandning
ar att efterstrdva (Torneke et al.,, 2015). Den eskalerande resistensproblematiken som
observerats de senaste 10-20 aren beror ocksa dels pa att det inte slapps lika manga nya preparat
langre (Fair & Tor, 2014). Nastan samtliga existerande antibiotikaklasser upptécktes mellan
1940 och 1960. En av anledningarna till att resistensutvecklingen hallits nagorlunda under
kontroll, trots ofdrsiktig anvandning, tills for 10-20 ar sedan, beror till stor del pa att man kunnat
tillverka analoger till existerande antibiotika och pa sa satt hallit jamna steg med
resistensutvecklingen. Analoger har varit framgangsrika men de kan inte modifieras i all
oandlighet fran en ursprunglig molekyl och arver i viss grad resistensproblemen som finns hos
ursprungsmolekylen (Coates et al., 2011). Detta gor att nya antibiotikaklasser med en ny
verkningsmekanism anses nodvandigt for att aterigen fa kontroll 6ver resistensproblemen (Fair
& Tor, 2014).

Den framgangsrika metod som anvéandes mellan 1940- och 1960-talet byggde pa screening av
naturliga produkter och kallades Waksmans plattform men Overgavs da det bakteriella
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materialet som fanns tillgangligt ansags uttomt (Lewis, 2013). Screeningen av bakterier
genomfordes genom odling pa traditionellt media, som agarplattor eller flytande media.
Uppskattningsvis utgor den fraktion som kan odlas pa traditionella media endast 1% av den
totala bakteriella floran (Pham & Kim, 2012).

En ateruppvackning av Waksmans plattform och darmed screening av naturliga
bakterieprodukter mojliggors nu da en metod utvecklats for att odla tidigare icke-odlingsbara
bakterier (Nichols et al., 2010). Detta utgor ett lovande angreppssétt och skulle 6éppna upp
enorma mojligheter att leta efter naturliga antimikrobiella substanser. Genom anvandningen av
iChip har nya bakteriestammar identifierats och potentiellt har nya familjer odlats fram. Aven
om potentialen for traditionellt icke-véxande bakterier ar enormt stor sa kvarstar fortfarande ett
problem att f majoriteten att vaxa (Nichols et al., 2010). | studien som genomférdes av Ling
et al. (2015) sags en tillvaxt av 50% jamfort med 1% pa traditionellt media. Bakteriematerialet
som isoleras med iChip &r mangdmassigt litet och behdver dverforas till traditionellt media och
amplifieras for att avancerade studier ska kunna genomféras. Denna dverforing ér fortfarande
problematisk och ca 10-15% av den totala bakterieméngden kunde dverforas (Sherpa et al.,
2015). Trots att endast 10-15% av bakterierna i jord- och vattenprover kunde formas att vaxa
tillréckligt innebdr det en tydlig forbattring &n tidigare och materialet som kan undersokas for
antimikrobiell aktivitet &r i storleksordningen en tiopotens storre &n tidigare (Sherpa et al.,
2015).

Teixobactin

Naégra ar efter publiceringen av iChip-tekniken kom den forsta antimikrobiella substansen. En
screening med avseende pa antibakteriell aktivitet genomférdes av 10000 framrenade extrakt
som stroks pa plattor med vaxande S.aureus. En substans fran en ny art av p-proteobakterier
fick namnet teixobactin (Ling et al., 2015).

Teixobactin hammar cellvaggens syntes genom att binda till tva lipider, lipid Il och 11, som &r
foregangare till peptidoglykan respektive teikonsyra. Verkningsmekanismen ar helt skild fran
Ovriga kénda antibiotika och tillhdr déarfor en helt ny klass (Ling et al., 2015).

Teixobactin visade upp en véldigt god antimikrobiell aktivitet in vitro mot grampositiva
bakterier inklusive flera mycket svarbehandlade resistenta bakteriestammar sasom MRSA,
VRE samt de mycket svarbehandlade infektionerna fran M.tuberculosis och Cl.difficile.
Teixobactin var 6verlagsen i avdddandet av S.aureus och VISA (Vancomycin intermediate
resistant S.aureus) jamfort med vancomycin, substansen som normalt utgor
behandlingsalternativet vid MRSA-infektioner (Ling et al., 2015).

In vivo-forsok i mus genomfordes ocksa dar teixobactin var mer effektivt an vancomycin att
behandla MRSA. Ett PDso-vérde réknades fram for teixobactin till 0.2mg/kg, vilket skall
jamforas med PDsg som &r 2.75 mg/kg for vancomycin (Ling et al., 2015).

Forfattarna Ling et al. (2015) forsokte att skapa resistens mot teixobactin men lyckades inte
genomfora detta trots att stammar av S.aureus och M.tuberculosis utsattes for laga nivaer av
substansen under totalt 25 dagar. Svarigheten att skapa resistenta bakterier mot teixobactin tros
bero pa dels att substansen riktar sig till lipider istallet for proteiner och dels eftersom tva
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produkter inhiberas. Franvaron av resistensutveckling som uppmarksammats verkar lovande
for teixobactin men till exempel vancomycin som ocksa verkar via lipider i cellvaggen
utvecklade resistens dven om det tog ca 30 ar innan det observerades (Kahrstrém, 2015; Wright,
2015).

Teixobactin ser ut att bli en lovande antimikrobiell substans men verkar tyvérr inte mot de mest
akuta svara gramnegativa infektionerna. Anledningen till det tros vara det yttre membranets
skyddande verkan hos gramnegativa bakterier och det faktum att de saknar teikonsyra i sin
cellvagg (Kahrstrom, 2015).

Slutsats

| inledningen av denna litteraturstudie stalldes fragan om anvandandet av icke-odlingsbara
bakterier och iChip-tekniken skulle kunna vara losningen pa bristen pa effektiva
antibiotikakandidater. Svaret pa den fragan ar omajligt att ge i dagslaget men anvandningen av
icke-odlingsbara bakterier utgor ett mycket lockande alternativ med hog utvecklingspotential.
Den mangd data som blir tillgangligt for screening genom iChip-tekniken skulle kunna féra
antibiotikautvecklingen tillbaka till en ny guldalder. Detta kanske far de stora
lakemedelsbolagen att ater igen satsa nodvéandiga resurser pa antibiotikautveckling.
Tillsammans med utarbetade nationella och internationella riktlinjer for antibiotikaanvandning
kan det vara den utvecklingsvdg som behodvs for att vadnda den negativa trenden av
antibiotikaresistens.

Upptéackten av iChip har redan genererat en potentiellt effektiv substans, teixobactin, mot
svarbehandlade grampositiva bakterier. Substansen som beraknas ga in i kliniska prévningar
under 2017 tillhdr en helt ny klass av antibiotika och ar 6verlagsen vancomycin med avseende
pa formaga att hamma MRSA i bade in vitro och in vivo-forsok. Forfattarna forsokte skapa
resistens mot teixobactin utan framgang vilket tyder pa att malstrukturerna inte ar sa enkla att
forandra. Det betyder dock inte att resistens kommer utebli for teixobactin. Historiskt sett sa
har samtliga antibiotika som introducerats utvecklat resistens inom loppet av 1-30 ar.
Resistensen utvecklas bara olika snabbt beroende pa antibiotikans malstrukturer. Upptéackten
av teixobactin ar den forsta nya antibiotikaklassen pa flera decennier men det &r inte substansen
i sig som &r intressantast utan pa det sétt upptackten gjordes.

Problemen kvarstar dock annu hur man ska kunna komma at de ytterst svara infektionerna
orsakade av multiresistenta gramnegativa bakterier. Det kanske &r sa att det i den enorma pool
av tidigare icke-odlingsbara bakterier finns antimikrobiella substanser verksamma mot just
gramnegativa bakterier som vantar pa att bli upptéackta.
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