UNIVERSITET

Hur kommer bakteriofager paverka
antibiotikaresistens?

Freja Sérenby

Independent Project in Biology
Sjalvstandigt arbete i biologi, 15 hp, hostterminen 2016
Institutionen for biologisk grundutbildning, Uppsala universitet



Hur kommer bakteriofager paverka antibiotikaresistens?
Freja Sorenby
Sjalvstandigt arbete i biologi 2016

Sammandrag

Utbredd global antibiotikaanvandning har bidragit till allt stérre problem med resistens mot
vara vanligaste antibiotika. Detta har lett till ett 6kat intresse for identifiering och utveckling
av andra metoder for behandling av multiresistenta bakterier. En av de viktigaste terapiformer
som forskare har fokuserat pa ar anvandningen av bakteriofager for att behandla infektioner.
De flesta &r 6verens om att bakteriofager inte helt kan ersétta traditionella antibiotika men de
har presenterats som ett mycket viktigt komplement till antibiotika. Vid svara infektioner kan
man kombinera antibiotikabehandling med bakteriofager eftersom tidigare studier visat pa en
synergieffekt. Behandlingar som gar ut pa att kombinera bakteriofager med antibiotika har i
manga fall gett positiva resultat.

Studier har visat att bakteriofager kan anvandas tillsammans med antibiotika for att
kontrollera bakteriella infektioner mer framgangsrikt an traditionella antibiotikabehandling,
samtidigt som man kan paverka bakteriella resistensen. Det finns redan mycket kunskap om
hur samspelet mellan bakteriofager och bakterier ser ut, men det kravs en storre inblick i hur
detta samspel modifieras i narvaro av antibiotika, samt hur bakteriofager kan paverka
evolutionen av antibiotikaresistens. En viktig utmaning &r att ta reda pa hur bakteriofagterapi
kan komma att paverka utveckling och spridning av antibiotikaresistens. Medan vissa forskare
tror att anvandningen av bakteriofager ensam eller ihop med antibiotika kan sakta ner
resistensutveckling finns det bevis for att bakteriofager i vissa fall kan ha motsatt effekt och
istallet paskynda utvecklingen av antibiotikaresistens hos bakterier. Eftersom studier visar
olika resultat beroende pa hur de utforts, antyder det att antibiotikaresistens-utveckling
varierar beroende pa olika faktorer. Hur behandlingen utférts och vilka bakteriofager,
antibiotika eller vilken bakterieart som anvénds i experimentet, kan paverka resultatet.

Inledning

Ménniskor har anvant antibiotika sedan tidigt 1900-tal for att behandla bakteriella infektioner.
Antibiotika ar en grupp ldkemedel som anvénds for att doda bakterier pa olika séatt, och vissa
antibiotika fungerar béttre och snabbare &n andra med varierande grad biverkningar. Redan da
den forsta antibiotikan upptécktes forstod man att bakterier kunde utveckla resistens mot
dessa kemikalier (Torres-Barcel6 et al. 2016). Ett resultat av resistensen bland bakterier ar att
antibiotikaresistenta bakterier dominerar populationen, medan icke resistenta bakterier dor.
En mutation kan leda till att bakterier blir mer motstandskraftiga mot antibiotika. Nya
resistensmekanismer uppstar kontinuerligt och med tiden kan resistensen sprida sig till andra
bakterier (Torres-Barcel6 et al. 2016). Ett satt att paverka antibiotikaresistens ar att modifiera
redan befintliga antibiotika sa att resistenta bakterier ater blir kénsliga for lakemedel. Ett
problem som kan uppsta da det kan leda till att resistensen ocksa uppstar mot dessa
antibiotikavarianter (Torres-Barcelo et al. 2016).

Under flera ar har en for hog anvandning av antibiotika lett till 6kad resistens mot ett flertal

antibiotika, sa kallade multiresistenta bakterier har skapats (Deredjian et al. 2011). Det

innebar storre problem for vardpersonal nar de inte langre kan behandla alla sorters

bakteriella infektioner. Spridningen av antibiotikaresistens sker bade pa sjukhus och ute i

samhallet men resistens mot antibiotika férekommer i storre utstrdckning hos sjukhusbakterier
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pa grund av storre exponering (Deredjian et al. 2011). Det innebér mindre sékerhet pa sjukhus
da allt fler riskerar allvarliga infektioner ifran resistenta bakterier. Satsningar pa att hitta och
utveckla nya antibiotika har minskat pa senare ar men eftersom infektioner blir svarare att
behandla har samhéllet istéallet borjat satsa mer pengar pa andra I6sningar som t.ex.
bakteriofagterapi (Jo et al. 2016).

Bakteriofager upptacktes av forskare redan innan upptackten av antibiotika och nagra ar
senare borjade forskarna att anvénda dessa virus for behandling av ménniskor. Bakteriofager
ar vitt spridda virus som specialiserat sig pa olika bakterier. Bakteriofagerna infekterar
bakterieceller med sitt eget bakteriofag-DNA och forokar sig inuti bakteriecellen tills den
sprangs (Sahota et al. 2015). De har fordelen att de snabbt kan anpassa sig till férandringar i
sin miljo, vilket &r viktigt eftersom bakterier kan bli resistenta mot bakteriofager (Betts et al.
2013). Bakteriofager &r mycket art- och stamspecifika och de kan ddda sina vardbakterier
snabbt och effektivt (Sahota et al. 2015). Pa bakteriernas yta finns det receptorer som
proteiner pa bakteriofagerna kanner igen och pa sa satt kan bakteriofagerna infektera
bakterierna (Villarroel et al. 2016). Bakteriofager ar nischade sa att en sorts bakteriofag bara
infekterar en eller ett fatal bakterietyper vilket leder till att bakteriofagterapi skonar
manniskans naturliga bakterieflora till skillnad fran antibiotika som kan sla hart mot kroppens
alla bakterier (Jo et al. 2016). Méanniskor &r beroende av vissa typer bakterier for olika
kroppsliga funktioner och det ar viktigt med en behandling som bara riktar in sig pa den
bakterien som ar orsaken till infektionen. | den har uppsatsen anvands ordet behandling for att
beskriva en metod fOr att doda bakterier och bota infektioner som orsakas av bakterier. Alla
studier i uppsatsen utfordes till stor del i labbmiljcer i petriskalar och i framtiden kan de har
studierna leda till nya metoder for att behandla manniskor.

Fordelarna med bakteriofager som lakemedel &r att de &r billiga att ta fram och det &r inte
svart att hitta bakteriofager eftersom de alltid befinner sig runt bakterierna som de infekterar.
Det ar troligt att det finns mer &n en bakteriofag for varje bakterieart, vilket innebér att det &r
latt att se bakteriofager som en lampligt antibakteriell agent (Mattila et al. 2015). Det ar ocksa
mojligt att bakteriofager potentiellt kan fungera som desinfektionsmedel vilket skulle innebar
att de kunde anvandas i medicinska syftet for att forebygga infektioner (Alves et al. 2014).
Det finns olika behandlingsmetoder som inkluderar bakteriofager och vissa metoder fungerar
battre an andra. Forutom att kunna blanda olika bakteriofager i en bakteriofag-cocktail ar det
ocksa majligt att behandla infektioner med bade antibiotika och bakteriofager (Jo et al. 2016).
Pa sa satt kan man tvinga bakterien att anpassa sig till bade bakteriofager och antibiotika for
att kunna overleva (Jo et al. 2016). Flera studier har lyckats visa de manga fordelarna med
kombinationsterapier men det finns fortfarande manga fragetecken om de langsiktiga
effekterna, samt vilka metoder som fungerar bast (Torres-Barcel6 et al. 2014, Jo et al. 2016).
Fragestallningen i den hér uppsatsen &r: hur kommer anvandningen av bakteriofager paverka
antibiotikaresistens? Det kommer ocksa att undersokas vilka mekanismer bakteriofagerna har
for att paverka antibiotikaresistens. Det ar en viktig fraga som anknyter till samtida forskning
inom molekylar biologi.

Utveckling och spridning av antibiotikaresistens

Genom att observera levande bakterier i deras naturliga miljoer kan man fa storre forstaelse
pa antibiotikautvecklingen och hur snabbt vissa grupper av bakterier blir resistenta och vad

det bero pa. Det finns enormt manga olika resistensegenskaper bland bakterier vilket ger de
viktiga konkurrensfordelar (Rios et al. 2016). Eftersom manga mikroorganismer producerar
antibakteriella &mnen forekommer resistenta bakterier i naturliga miljoer.
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Antibiotikaresistens uppstar genom mutationer av bakteriens DNA (Rios et al. 2016), och nar
antibiotikaresistenta bakterier slapps ut i naturen fran sjukhus och jordbruk kan spridningen
av antibiotikaresistents dka i ekosystemen (Deredjian et al. 2011). Resistens kan ocksa
overforas mellan bakteriestammar och mellan olika bakteriearter genom gendverforing vilket
kan leda till att flera sjukdomsframkallande bakterier blir resistenta mot antibiotika.
Infektioner som orsakas av resistenta bakterier har blivit ett allt stérre problem och eftersom
resistens hos bakterier leder till bakterier som éverlever behandling ar det viktigt att forskare
undersoker utvecklingen och kommer fram till slutsatser om vad det har kan betyder for
framtiden (Deredjian et al. 2011). Anvandningen av antibiotika har selekterat for resistenta
bakterier och skyndat pa utvecklingen av resistens. Selektering for antibiotikaresistens kan
ocksa ske pa grund av fororeningar med antibiotikarester, t.ex. ekosystem fororenade med
avloppsvatten. Antibiotikaresistenta bakterier kan sprida sig snabbt mellan sjuka patienter pa
sjukhus och globalt genom resande och handel. Om man kan fordroja resistensutvecklingen
kan det ge forskare mer tid att utfora flera studier sa att nya behandlingsmetoderna kan
utvecklas battre och vara mer sakra innan de anvands pa manniskor (Torres-Barcelo et al.
2016).

Det finns studier som tittar pa hur resistensutveckling ser ut kortsiktigt men det &r svart att
hitta studier som undersdker hur situationen kan se ut om tjugo ar (Torres-Barceld et al.
2016). Idag diskuterar man olika hypoteser. Men det &r en stor utmaning att utreda vilken
effekt bakteriofager kommer att ha pa resistensutveckling. Om det stammer att bakteriofager
paverkar antibiotikaresistens langsiktigt, ar hypotesen att det kommer leda till att resistens
mot antibiotika utvecklas langsammare. En annan mojlighet ar att bakteriofager inte paverkar
resistens till den grad manga forskare hoppas pa, vilket betyder att man kommer behova soka
efter andra metoder for att behandla infektioner. Det ar viktigt att pa ett kritiskt satt kunna
tolka de vetenskapliga studier som gjorts de senaste aren inom det har omradet. De senaste
aren har forskning fokuserat mer pa bakteriofager som lésningen pa antibiotikaresistens.
Genom att undersoka och tolka de olika resultaten av dessa studier kan man komma fram till
om bakteriofagterapi ar en rimlig behandlingsmetod i framtiden.

Framgangsrika studier med bakteriofager

Under de senaste aren har det genomforts manga studier som visar att bakteriofager kan
utnyttjas for att behandla svara infektioner i samband med antibiotikaresistenta bakterier
(Betts et al. 2013, Torres-Barcelo et al. 2014, Torres-Barcel6 et al. 2016). De flesta av dessa
studier har genomforts i labbmiljoer med provror och cellkulturer men pa senare ar har det
varit mer vanligt att genomfora studier pA manniskor. Den hér uppsatsen fokuserar mer pa de
studier som inte utforts pa manniskor dar fokuset istéllet ligger pa resultatet av bakteriofager
pa antibiotikaresistensutveckling. Ett forsok fran 2016 anvande en bakteriofag-cocktail for att
eliminera Pseudomonas aeruginosa (Alves et al. 2016). P. aeruginosa &r stavformade,
gramnegativa aeroba jordbakterier som ar kand for att orsaka sjukhus-relaterade sjukdomar
som t.ex. kronisk lunginflammation i -patienter med cystisk fibros, samt manga vardrelaterade
infektioner (Drenkard 2003). Den hér bakterien ar ocksa kand for att bilda biofilm i lungorna
eller infekterade sar vilket forsvarar behandling ytligare (Alves et al. 2016). Studien visade att
bakteriofag-blandningen dddade 95 % av bakterien och hindrade bakteriell tillvaxt samtidigt
som den tog bort biofilm.

En biofilm &r ett kluster av mikroorganismer, i det hér fallet bakterier som gemensamt bildar

en skyddande yta vilket i manga fall férsvarar behandling. Den &r ett organiserat ekosystem

uppbyggd av hogt hydratiserade exopolysackarider dar naring kan transporteras fran en cell
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till den andra med hjélp av kanaler. Biofilm kan antingen bildas av en bakterieart eller ett
samhalle med flera olika bakteriearter. Forskning om effekten av bakteriofager pa biofilm &r
viktigt eftersom biofilm &r en viktig del av infektionsprocessen (Gabisoniya et al. 2016).

De flesta mikrobiella infektioner bildar biofilm och det &r darfor viktigt att fortsatta studera
bakteriofag-cocktails pa bakterier. Tidigare studier betonar vikten av bakteriofag-cocktails pa
olika biofilmmodeller eftersom framgangen av bakteriofagterapi kan vara beroende av olika
faktorer (Alves et al. 2016). Forskare som har utfort studier pa biofilmer har konstaterat att
bakteriofag-cocktails mot P. aeruginosa kan ge nya maojligheter i behandling av infektioner
som involverar biofilm, och som ersattare for antibiotika (Alves et al. 2016).

De senaste aren har flera studier fokuserat pa bakteriofagernas formaga att ta sig in i biofilm
och infektera bakterier (Fu et al. 2010, Gabisoniya et al. 2016). Anvandningen av
bakteriofag-cocktail for att doéda bakterier och kommer a forbi biofilm har redan gett bra
resultat och i framtiden &r férhoppningen att bakteriofager kan anvandas ihop med antibiotika
for att avbryta bildning av biofilm och déda bakterier (Fu et al. 2010, Pires et al. 2011, Alves
et al. 2016). Appliceringen av bakteriofager till biofilm ger tillgang till de celler som befinner
sig djupare in i biofilmen. Férutom att doda bakterier har forskning fokuserat pa att studera
resistensutveckling i biofilm. Behandling med bade bakteriofager och antibiotika tillsammans
visar att utvecklingen av resistens hos bakterier i biofilm sker langsammare. Efter en tid dkar
resistens igen och ser ut att bero pa hur behandlingen sker. Genom att studera
bakteriofagterapi i biofilm kan forskare lara sig mer om hur resistens utvecklas i en biofilm,
och hitta de basta metoderna som skulle fordrgja resistens.

Sokandet efter bakteriofager

Innan man ska kunna studera bakteriofager for att undersoka deras formaga att paverka
resistens maste man hitta dem. Man kan oftast hitta bakteriofager i samma miljéer som
bakterier eftersom bakteriofager behover bakterier for att foroka sig. Det innebér att man kan
hamta bakteriofager fran reningsverk, avlopp och andra platser dar bakterier brukar finnas.
Nyligen provade en forskningsgrupp nya metoder for att samla bakteriofager fran reningsverk
och avlopp och hitta nya bakteriofager (Mattila et al. 2015). Resultatet visade att de nya
metoderna for att hitta bakteriofager som kunde infektera P. aeruginosa fungerade tillrackligt
val for att kunna utnyttjas i framtida studier. Samtidigt upptéckte de att det var svarare att
hitta bakteriofager till andra bakteriearter, som t.ex. Staphylococcus aureus (Mattila et al.
2015). Det tyder pa att det kréavs olika metoder for att soka efter bakteriofager och att det
beror pa vilka sorts miljo bakterien lever pa. Det ar viktigt att leta efter nya bakteriofager som
passar till bakteriofagterapi eftersom bakterier med tiden ofta utvecklar resistens mot en
specifik typ av bakteriofag (Mattila et al. 2015). Ett annat problem &r att inte alla
bakteriofager av olika skal utnyttjas inom bakteriofagterapi. Ny teknik for att hitta
bakteriofager beror mycket pa bakteriearten som man soker efter. Det ar viktigt att fortsatta
leta efter nya metoder for att hitta bakteriofager, sarskilt om forskare ska forsoka svara pa
fragor om bakteriofagernas formaga att paverka antibiotika.

Kombinerad behandling med bakteriofager och antibiotika

Kombinationsterapier gar ut pa att doda infektioner med hjalp av tva eller flera olika metoder
som t.ex. antibiotika samt bakteriofager. Kombinations-terapier med bakteriofager och
antibiotika har diskuterats under flera ar men i nuléget vet ingen om samhéllet borde satsa pa
kombinationsterapier eftersom det ar osakert hur lange kombinationsbehandling skulle
fungera innan resistens aterigen blir ett problem (Torres-Barcel6 et al. 2014). Det finns
fragetecken kring bakteriofagers effekt pa antibiotikaresistens och om anvéandning av
bakteriofager ensam eller inop med antibiotika som t.ex. Streptomycin pa lang sikt kan hindra
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resistens. Det finns ocksa fragan om bakteriofager verkligen kan forbattra behandling med
antibiotika.

Det finns studier som stddjer hypotesen att kombinationsterapier kan leda till att bakterier tar
mer tid pa sig att utveckla resistens mot antibiotika (Torres-Barcel6 et al. 2014, Jo et al. 2016,
Chan et al. 2016). Anledningen kan vara att bakteriofager och antibiotika fungerar pa olika
satt for att doda bakterier. Bakterier ar darfor tvungna att kimpa mot bade antibiotika och
bakteriofager med hjélp av olika mekanismer. En mutation som 0kar chansen for 6verlevnad
mot antibiotika kan ha motsats effekt och gora det svarare for bakterierna nar de kommer i
kontakt med bakteriofager. Olika cellulé&ra funktioner leder till att en kombination av
mutationer kanske kravs for att cellen ska dverleva. En mutation som hjalper bakterier att
dverleva en bakteriofaginfektion kan mojligtvis leda till att bakterierna aterigen blir kansliga
for antibiotika. Om bakteriofager anvands ensamma mot bakterier kan det ocksa paverka
antibiotikaresistensen. Bakterien &r tvungen att anpassa sig for att verleva i en miljo med
bakteriofager. Nar antibiotika sedan tillsatts vid ett senare tillfalle kommer bakterierna
aterigen att vara kansliga mot antibiotika och kan darfor dodas med hjalp av antibiotika. Det
betyder att vi kan vanda pa antibiotikaresistensutvecklingen, atminstone i vissa fall.

Framgangsrika studier med kombinerade behandling leder i vissa fall till minskad
antibiotikaresistens (Knezevic et al. 2013, Torres-Barcel0 et al. 2014, Jo et al. 2016). Mycket
beror dock pa hur antibiotika och bakteriofager administreras och vid vilken tidpunkt de
tillsatts till bakterier. Olika studier stodjer hypotesen att hur behandlingar med bakteriofager
och antibiotika sker ar viktigt for ett bra resultat och dven paverkar hur snabbt bakterier
utvecklar resistens. Nar en grupp forskare kombinerade behandling med antibiotika och
bakteriofager fick de ett resultat som sa att kombinerad behandling gav en synergistiskt
hammande effekt pa bakteriernas antal och tillvaxt samt att resistensen minskade, jamfort
med nadr och mindre resistens &n nar de bara anvande en av behandlingarna (Torres-Barcel6 et
al. 2014). Det betyder att kombinationsbehandling med antibiotika och bakteriofager dodar
bakterier samtidigt som det reducerar problemet med resistens. Méngden av antibiotika var
inte lika viktigt som hur de applicerade bakteriofagerna/antibiotika. Om antibiotika
applicerades efter bakteriofagerna under perioden da bakteriofagerna har storsta effekt kunde
tillvaxten minskas drastiskt.

Det betyder att det finns ett visst satt att applicera bakteriofagerna och antibiotika som kan
forbattra slutresultatet. Samtidigt observerade forskare att om de tillsatte antibiotika efter 24
timmar hade antibiotika mindre effekt pa bakterierna eftersom bakteriella populationer hade
aterhdmtat sig. Den hiar mekanismen kan ha att gora med evolutionér rdddning (*’evolutionary
rescue’’) vilket innebér att populationer anpassar sig tillrackligt snabbt for att halta sjunkande
populationsstorlekar och hindra utrotning (Torres-Barceld et al. 2016). En storre forstaelse for
populationsdynamiken och evolutionen av bakteriella populationer i kombination med
bakteriofager kan dka chansen att bakteriofagterapier kan komma att fungera effektivt i
framtiden (Torres-Barceld et al. 2014). Det inkluderar en storre inblick om hur bakteriofager
fungerar och hur bakteriofager anpassar sig till antibiotikaresistenta bakterier.

Manga studier har kommit fram till slutsatsen att bakteriofager kan paverka
antibiotikaresistens genom att forsamra bakteriens formaga att utveckla resistens ((Torres-
Barcel6 et al. 2014)) Kortsiktigt har studier visat att resistenta bakterier blir farre med
kombinerade antibiotiska behandlingar (Chait et al. 2007, Michel et al. 2008). Tyvérr finns
det andra studier som antyder pa motsatsen. Namligen att kombinationsterapi med
bakteriofager och antibiotika kan tillsammans paskyndar utvecklingen av antibiotikaresistens
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samtidigt som bakterier ocksa kan utveckla resistens mot bakteriofager ((Hegreness et al.
2008, Hosseinidoust et al. 2013)). Under forsékets gang kan bakterier forlora sin
antibiotikaresistens pa grund av bakteriofagerna, men efter en langre tid kan bakterier aterigen
blir resistenta mot antibiotika och mojligtvis bakteriofagerna ocksa. Det ar den har
utvecklingen som flera andra forskare har borjat studera. Genom att fa 6kad forstaelse for hur
resistensutveckling fungerar for bakterier kan behandlingsmetoder forbattras. Om en viss
behandling fungerar bara kortsiktigt maste samhallet satsa pa alternativa metoder.

Bakteriofager mot resistenta bakterier

En studie som forskare utférde pa S. aureus visade positiva resultat (Jo et al. 2016), namligen
att kombinationsterapi fungerar pa antibiotikaresistenta S. aureus. Studien visade den
synergistiska effekten av bakteriofager och antibiotika pa hamningen av bakteriell tillvaxt.
Resultatet betyder tva saker: att i framtiden kan bakteriofager kombineras med antibiotika for
att behandla infektioner och att mindre antibiotika behovs for att behandla infektioner nér
man kombinerar de tva behandlingarna (Jo et al. 2016). Det viktigaste med denna studie ar att
bakterien som testades var antibiotikaresistent och trots det, fungerade behandlingen (Jo et al.
2016). De testade bade antibiotika-kéansliga bakterier och antibiotikaresistenta bakterier och
oavsett vilken grupp fungerade kombinationsbehandlingen (Jo et al. 2016). Detta indikerar att
antibiotikaresistenta bakterier paverkas av behandlingen. Upptackten betyder att
kombinationsbehandlingen kan fungera pa antibiotikaresistenta bakterier och att bakteriofager
kan paverka antibiotikaresistens pa lang sikt nar bakteriofager och antibiotika anvands
tillsammans (Jo et al. 2016). Det ar mgjligt att en av anledningarna till detta kan vara att
mindre antibiotika kravs nar man anvander denna behandling for att behandla infektioner. De
som utforde studien tyckte att resultatet tyder pa att uppkomsten av antibiotikaresistens och
bakteriofagresistens i framtiden kan minskas pa grund av denna behandling (Jo et al. 2016).
Forfattarna poangterar ocksa att framtida studier kravs for att battre forsta mekanismerna
involverade i denna process.

Det finns olika satt att undersoka resistensutvecklingen; en studie fokuserade pa att studera
bakteriofag-resistens mekanismer i Flavobacterium psychrophilum genom att granska
bakteriens genom bade innan och efter den hade utvecklat resistens (Castillo et al. 2015).
Genom att studera forandringar i arvsmassan kan forskare fa ékad kunskap om hur
resistensutveckling i bakterier fungerar. Ett annat sétt att studera resistens-utvecklingen &r
genom att observera vad som hander nér bakterier kommer i kontakt med bakteriofager.
Forskare som studerat P. aeruginosa tittade pa hur bakteriofager driva diversifiering
(forandring av arvmassan hos bakterien) av P. aeruginosa och leder till nya generationer av
bakteriofagresistenta bakterier (Hosseinidoust et al. 2013).

For att kunna studera resistens mot antibiotika ar det viktigt att studera bade individuella
bakterieceller samt populationer. Det har funnits nagra studier som har fokuserat pa resistens
pa populationsniva (Betts et al. 2013, Torres-Barcel6 et al. 2014, Alves et al. 2014), men det
kravs studier pa individuell niva for att fa en battre bild pa bakteriers resistens mot antibiotika
och bakteriofager. Andra viktiga faktorer ar den langsiktiga samt kortsiktiga effekten pa
bakterier efter kombinationsbehandling med bakteriofager och antibiotika. Kortsiktigt kan
kombinationsterapi fungera utmarkt for att kontrollera populationsstorleken men langsiktigt
kommer populationen att vaxa igen nér resistens okar.

I en undersokning som publicerades ar 2015 visade det sig att det fanns flera faktorer som
paverkade den selektiva effekten pa antibiotika av bakteriella populationer (Torres-Barcel6 et
al. 2016). I studien kombinerades antibiotika med bakteriofager for att studera sambandet
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mellan minskade populationsstorlek pa bakteriella populationer av P. aeruginosa och
mangden antibiotika som de blandade med bakteriofager. Nar méngden antibiotika dkade var
resultatet att populationsstorleken drastiskt minskade, samtidigt som anpassningspotentialen
minskade. Anpassningspotentialen ar tiden det tar for populationen att anpassa sig till de nya
forutsattningarna med antibiotika och bakteriofager. Om den 6kar tar bakterierna mer tid pa
sig att véanja sig och populationens storlek, sjunker snabbt och tar mer tid att aterhamta sig. Sa
smaningom barjar vissa celler visa tecken pa resistens da de inte paverkas i hogre grad av
antibiotikan. Forskarna kom fram till att hdga doser av antibiotika fungerade genom att déda
bakterier samtidigt som behandlingen visade att de hade hittat ett satt att forlanga bakteriers
anpassning till &ndrade forutsattningar. Det ar viktigt att papeka att de bara anvande en sorts
bakteriofag och att olika bakteriofager och andra bakterier kan ge ett annat resultat. Darfor
kravs flera studier i det har omradet.

Det &r omgjligt att forutsdga vad som kommer att handa utanfor laboratoriet. De flesta
laboratorieforsok utfors under kontrollerade former och det finns valdigt fa humanforsok. Om
bakteriofager kan fordroja resistensutveckling kan det ge samhallet mer tid att studera dessa
metoder, samtidigt som forskare undersoker nya sétt att kombinera bakteriofager med
antibiotika for att forbattra behandling. De flesta forskare ar dverens om att
antibiotikaresistens férmodligen inte kan forhindras, men att det ar mojligt att
bakteriofagterapi kan ha en positiv effekt genom att sakta ner utvecklingen av
antibiotikaresistens bland bakterier (Torres-Barcel6 et al. 2016).

Vad evolutionsteori séger om kombinationsterapi

Evolutionsteori forutséger att en kombination av terapier kan vara mer effektivt for att
forebygga eller begransa evolutionen av antibiotikaresistens (Hosseinidoust et al. 2013, Betts
et al. 2013). En studie fran 2014 riktade uppmarksamhet till teorier om evolution genom att
sjalv basera sin studie pa iden om att kombinationen av antibiotika och bakteriofager kunde
ha betydelse for populationer av P. aeruginosa utifran ett evolutionart perspektiv (Torres-
Barceld et al. 2014). Studien gick ut pa att kombinera bakteriofagterapi med
antibiotikabehandling for att undersoka resistensutveckling hos bakterier. Forfattarna
observerade att bakterieantalet reducerades samtidigt som det tog mer tid innan bakterien
utvecklade resistens mot antibiotika och bakteriofagerna oberoende av antibiotikados. En
kombination av antibiotika och bakteriofager ledde ocksa till att det kravdes mindre
antibiotika for att doda bakterierna. Antibiotikados kan ha en viktig effekt pa evolutionen av
resistens, och de olika mekanismer som ligger bakom kan skilja sig mellan héga respektive
laga doser. Hoga antibiotikadoser kan faktiskt leder till snabbare resistensutveckling an lagre
doser (Torres-Barcel6 et al. 2014). Efter att antibiotika och bakteriofager har blivit tillsatt till
bakterier kommer en period da den bakteriella populationen minskar. Sa smaningom kommer
populationen att véaxa igen eftersom en del av cellerna &r resistenta mot bade bakteriofager
och antibiotika och att dessa celler far mer utrymme att vaxa.

Mycket kan bero pa hur antibiotika och bakteriofager administreras. Om metoden gors
inkorrekt kan det sluta med att frekvensen for antibiotika- och bakteriofagresistensen faktiskt
okar. “’Inkorrekt’’ betyder, till exempel att antibiotika och bakteriofager tillsatts samtidigt till
bakterien och resistensen initialt okar sa fort att behandlingen inte fungerar langsiktigt. |
studien fran 2014 6kade inte frekvensen for antibiotikaresistens nar behandlingen bestod av
bade antibiotika samt bakteriofager (Torres-Barcel6 et al. 2014). Det kan delvis forklaras med
att forskarna var forsiktiga med hur de administrerade antibiotikan. Genom att inte véanta for
lange med att tillsatta antibiotika kunde de undvika att populationer aterhdamtat sig. Om
antibiotika tillsattes samtidigt som bakteriofager var det mindre effektivt. Detta berodde
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formodligen pa att antibiotikan hindrade bakteriofagerna fran att vara verksam tack vore
skadorna till bakteriers membranreceptorer. P. aeruginosa blir resistenta mot bakteriofager
samtidigt som bakteriofager driver diversifiering av P. aeruginosa och ger upphov till
bakteriofagresistenta varianter med nya fenotyper som skiljer sig fran de tidigare
generationer. Under flera kombinationsterapier har forskare observerat fenomen med resistens
mot antibiotika och bakteriofager for att kunna komma fram till metoder dar de kan férhindra
resistens eller atminstone fordroja resistensutveckling (Torres-Barcel6 et al. 2014, Chan et al.
2016).

Studien som tidigare namndes fran 2016 visade att kombinationen av bakteriofager och
antibiotika gjorde mer an att bara doda bakterier (Jo et al. 2016). Kombinationsterapin
anvéndes for att doda bade antibiotika-kéansliga (SAs) bakterier och antibiotikaresistenta
bakterier (SAR). Forskarna studerade den synergistiska effekten pa bakteriofager och fem
olika antibiotika, ciprofloxacin, polymyxin, tetracycline, cefoxitin och chloramphenicol mot
SAR samt SAs i nastan dodliga doser. Kombinationsterapin fungerade i bada fall trots
resistensen fran SAR-gruppen. Bakteriofagerna forbattrade den bakterie-dédande effekten av
antibiotika pa ett koncentrationsberoende satt. Den har studien visade flera saker.

Namligen att hoga doser av antibiotika stimulerar produktionen av bakteriofager och tka
bakteriofagernas skadliga effekt pa bakterier. Den bakterie-dodande effekten av bakteriofager
paverkades positivt av forandringarna i tillstandet av vardcellerna som utséatts for antibiotika.
Antibiotikan paverkade bakteriecellerna pa ett satt som gjorde de mer kansliga for
bakteriofagerna och ledde till att mer bakterier dog &n i kontrollgruppen. Samtidigt visade
resultaten att bakteriofagerna och antibiotika kunde tillsamman férdrdja utvecklingen av
resistens. Formodligen pa grund av férandringarna till bakteriecellerna i respons till
kombinationen av antibiotika och bakteriofager. Bakteriers anpassning till bakteriofagerna
gjorde dom mer kansliga for antibiotika och tvartom.

Liknande samband har upptéackts med andra studier som utforts de senaste aren. | en annan
studie fran 2016 gjorde en forskargrupp nagot liknande och resultaten visade att bakteriofag-
urval gav en’’Trade-off”’ i P. aeruginosa varigenom utvecklingen av bakteriell resistens mot
bakteriofager &ndrade bakteriens cellmekanism, namligen utflédespumpmekanismen (Chan et
al. 2016). Trade-offs (avvégningar) i evolutionsbiologi uppstar nar en fordelaktig forandring i
en egenskap &r lankat till en skadlig férandring i en annan egenskap. Det ledde till 6kade
kéanslighet for lakemedel fran flera klasser av antibiotika. Bakteriofager representerar ett nytt
sétt att doda bakterier dér bakteriofager tvingar bakterien att anpassa sig och som resultat blir
mer kénsliga till traditionella antibiotika. Pa sa satt kan vi forlanga livslangden pa vara
nuvarande antibiotika och potentiellt minska forekomsten av antibiotika-resistenta infektioner
(Chan et al. 2016). Egentligen ar det har ingenting nytt. Evolutionsteori sager att
sannolikheten att bakterier blir resistenta mot bade antibiotika och bakteriofager &r lagre an
om bara antibiotika anvénds ((Torres-Barcel6 et al. 2014).

Bakteriell resistens mot bakteriofager

Bakteriofagresistens innebdr att bakterier utvecklar resistens mot bakteriofager. Tyvarr kan
bakterier bli resistenta mot bakteriofager precis som mot antibiotika, vilket ibland sker nar
bakterien plockar upp och integrerar DNA fran omgivningen i sitt eget genom (horisontell
overforing) (Sahota et al. 2015). Horisontell gendverforing sker da gener dverfors mellan
olika bakterier, vilket kan leda till spridningen av gener som t.ex. ger resistens mot
antibiotika. Eftersom det finns en sa stor variation av bakteriofager kan det i manga fall finnas
flera bakteriofager till en bakterieart. PA samma sétt som med antibiotikaresistens har en
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I6sning varit att kombinera ett flertal olika bakteriofager och hoppas att bakterierna inte ar
resistenta mot alla (Torres-Barcel0 et al. 2014, Sahota et al. 2015). Genom att anvénda
kombinationsterapi mot bakterier kan risken for utveckling av antibiotikaresistens minskar
drastiskt (Michel et al. 2008).

Bakterier har formagan att utveckla resistens mot bakteriofager pa samma satt som de
utvecklar resistens mot antibiotika, men till skillnad fran antibiotika kan bakteriofager
motverka resistenta bakterier genom att sjalv anpassa sig (Essoh et al. 2013). Bakteriofager
kan ha existerat lika lange som bakterier och har darfor utvecklat och anpassat sig till
bakterier under mycket lang tid. Detta betyder att bakteriofager ar ett evolutionart hallbar
alternativ till antibiotika, eventuellt med farre problem med resistens (Mattila et al. 2015).

Innan méanniskor anvénde antibiotika och bakteriofager i medicinskt syfte kunde bakterier
utveckla resistens som ett naturligt satt att 6verleva, precis som att den naturliga
antibiotikaresistensen var ett satt att skydda sig och dverleva i miljéer innehallande
antibiotikaproducerande organismer, sasom svamp (Chan et al. 2016). Bakterier har alltsa
naturlig formaga att utveckla resistens mot bade antibiotika och bakteriofager. Hur snabbt det
sker beror pa manga faktorer som t.ex. vilka bakterier det handlar om. Kortsiktigt kan
forskare anvéanda sig av bakteriofager for att behandla bakteriella infektioner men langsikt
maste samhallet titta pa andra alternativ eftersom bakteriofager med tiden utvecklar resistens
mot bakterier. Genom att kombinera olika bakteriofager och anvanda genteknik for att
utveckla battre bakteriofager kan det vara mojligt att fordroja resistensutveckling men det
finns idag inget satt att hindra utvecklingen (Torres-Barcel0 et al. 2014, Chan et al. 2016)

Eftersom bakterier blir resistenta mot bade bakteriofager och antibiotika ar det béttre att
fortsatta studera bakteriofagterapi for att ta reda pa andra metoder och utveckla de
behandlingsmetoder som redan existerar. Man behdver inte helt utesluta antibiotika- och
bakteriofagbehandling utan kan istallet forska mer med tekniken. Tack vare bakteriofager och
nya metoder kan antibiotika kanske anvandas igen i framtida behandlingar med tidigare
resistenta bakterier. | vissa fall kan bakterier kanske aterigen bli kansliga mot antibiotika.
Men det ar viktigt att folja de riktlinjer som samhallet har for att undvika spridningen av
resistenta bakterier.

Ny teknik for att utnyttja bakteriofager

Ny teknik har lett till battre metoder for att hitta bakteriofager och studera dem. Genteknik
kan anvandas for att forbattra deras formaga att infektera och doda bakterier samtidigt som
behandling gar ut pa att samarbeta med antibiotika och fordroja resistensutveckling. Ett
exempel pa ett nytt verktyg som kan assistera forskare ar HostPhinder. Den har tekniken
hjalper anvéndaren att hitta eller forutse en bakteriofagers bakteriella vard genom att granska
en bakteriofagers genom (Villarroel et al. 2016). Metoden grundar sig pa antagande att
bakteriofager med liknande genetiska information har storre sannolikhet att ha samma
bakteriella vard.

Det finns manga séatt som forskare kan forbattra prestationen hos bakteriofager for att gora
dem mer effektiva. Ett satt att Oka effektivitet baseras pa selektion for vissa starka drag hos
bakteriofagerna (Betts et al. 2013). Nar forskare arbetar med bakteriofager kan de anvénda sig
av naturliga metoder som leder till att bakteriofager anpassar sig till att rikta sig in pa vissa
bakterier. Det har kan utféras med hjélp av seriepassage, vilket innebar att bakterier eller
virus odlas i upprepningar t.ex. genom att flytta bakteriofager fran en miljo till en annan och
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de vaxer 6ver en langre tid tills att de har anpassat sig pa séttet som ar onskad. Efter en tid
kommer bakteriofager ha ratt profil for att kontrollera bakteriella populationer. Pa grund av
storre populationsstorlek, korta generationstiden och okomplicerade metoder fér odling av
bakteriofager kan forskare anvanda sig av metoder for att selektera sarskilda gener och fa
fram vissa viktiga egenskaper. Genom att forbattra bakteriofagernas formaga att attackera
bakterier kan vi fa battre kontroll av bakteriell tillvaxt (Betts et al. 2013). En studie visade att
det var mojligt att infektera och ddda olika kolonier av bakterier med hjélp av bakteriofager
som de sjélva hade odlat och manipulerat. Bakteriofagerna hade &ven en storre spektrum av
vardorganismer (*’host range’’) och en storre effekt pa bakterier vilket skulle innebéra att
vissa evolutiondra egenskaper kan bli kontrollerad i laboratoriska miljéer (Betts et al. 2013).
Studier i samevolution &r viktigt for att kunna utveckla béattre behandling mot infektioner.
Det ar viktigt att forsta hur bakteriofager och bakterier har anpassat sig till varandra.

En viktig faktor ar hur en behandling av infektioner gar till rent tekniskt. Om bakteriofager
och antibiotika tillsatts samtidigt kommer behandlingen méjligen inte att vara lika
framgangsrik som om bakteriofager administreras vid en annan tidpunkt relativt till
antibiotikan (Torres-Barcel6 et al. 2014). Bakteriofager paverkar bakteriecellen pa ett annat
sétt an antibiotika. En mutation som hjalper bakterien att overleva antibiotika kan ha negativa
konsekvenser for bakterien om bakterien sedan utsatts for en bakteriofaginfektion. Bakterien
ar tvungen att anpassa sig till bade antibiotika och bakteriofager (Torres-Barcel6 et al. 2014,
Torres-Barcel6 et al. 2016).

Ny teknik for att hitta bakteriofager dr ndgot som institutioner kommer att benéva om de vill
kunna anvanda bakteriofagterapi som en mojlig behandlingsmetod. Forutom att hitta
bakteriofager i reningsverk och avlopp kan det vara battre att lagga fokus pa sjukhus och
sjuka patienter. Manga av de bakterierna som gar att hitta pa sjukhus kan vara resistenta mot
bakteriofager och antibiotika, darfor ar det viktigt att fokusera pa just de har bakterierna.
Bakteriofager brukar befinna sig i narheten av de bakterier som de infekterar, vilket betyder
att manga bakteriofager kan befinna sig pa sjukhuset (Mattila et al. 2015). Det ar centralt att
det finns kunskaper om vilken typ av bakterie som &r orsaken till infektionen for att kunna fa
fram den korrekta bakteriofagen. En mojlig 16sning &r att anvanda sig av genteknik for att
andra arvsmassan pa bakteriofagen sa att den infekterar flera olika typer av bakteriearter.
Ibland maste viruset administreras via blodet och kroppen kan da reagera genom att bilda
antikroppar mot viruset. Langsiktigt gor det att vissa bakteriofager inte kan utnyttjas av
samma patient mer &n en gang. Den enda lésningen ar att lata forskare fortsétta soka efter nya
bakteriofager till samma bakteriearter och kombinera dem i behandlingar mot infektioner.

Diskussion

Bakterier som blivit resistenta mot antibiotika &r ett véxande folkhalsoproblem som orsakar
okad sjuklighet och dodlighet. Bakteriofager kan atminstone vara en del av l16sningen pa det
problemet. Bakteriofager paverkar antibiotikaresistens genom att forsamra bakteriens formaga
att utveckla resistens. Det finns fa biverkningar och flera tusen manniskor har behandlats med
bakteriofager i framforallt Ryssland och Georgien (Abedon et al. 2011). Bakteriofager kan bli
annu effektivare i framtiden tack vore den tekniska utvecklingen. Ett initialt hinder &r att
overtyga alla kritiker att det ar en ofarlig behandling. Kritik mot bakteriofager bygger ofta pa
okunskap om den langsiktiga effekten av bakteriofager pa resistenta bakterier (Hosseinidoust
et al. 2013). Idag finns det ny kunskap om bakteriofager och det ar mojligt att borja anvanda
bakteriofager for att behandla vissa infektioner. Om tio ar kan forskare fa fram ett stort antal
fungerande preparat som kan anvéndas mot antibiotikaresistenta bakterier. En fordel med den
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har behandlingen ar att det finns flera studier som visar hur bakteriofager kan attackera
antibiotikaresistenta bakterier och delvis hindra utvecklingen av nya antibiotikaresistenta
bakterier (Torres-Barcel0 et al. 2014, Torres-Barcel6 et al. 2016).

Det &r viktigt att papeka att inte alla studier pekar at samma riktning. Det finns olika asikter
om hur kombinationen av antibiotika och bakteriofager leder till 6kad resistens eller forbattra
behandling mot infektioner. Flera studier har pekat pa kombinationen av antibiotika och
bakteriofager som en majlig 16sning till antibiotikaresistens utan att kunna svara pa fragan om
vad de langsiktiga konsekvenserna av sadana behandlingar kan komma att innebéra for
samhdllet (Knezevic et al. 2013, Alves et al. 2014, Torres-Barcel6 et al. 2016). | framtiden
borde forskning kanske fokusera mer pa hur en kombinations behandling ska se ut i
verkligheten. Det kan innebéra forsok pa manniskor och flera undersokningar pa sjukhus.

Det &r mojligt att bakteriofager inte kan l6sa problemet med antibiotikaresistens, eftersom
bakterier s3 smaningom blir resistenta mot bakteriofager. Bakteriofager kan i sa fall vara en
kortsiktig l6sning. Medan forskning pagar om nya metoder for att 16sa antibiotikaresistens
kan anvandning av bakteriofager fordroja utvecklingen av resistens som flera studier foreslar
(Torres-Barcel6 et al. 2014, Jo et al. 2016, Chan et al. 2016). Det krévs formodligen
forskning om alternativa behandlingsmetoder som komplement till bakteriofagterapi, och
samtidigt kan nya studier borja rikta sig pa manniskor. Det kravs mer diskussion kring
utvecklingen av antibiotikaresistens och bakteriofagerna roll i terapi. Slutsatsen ar att
bakteriofager &r ett viktigt verktyg for behandlingen av antibiotikaresistenta och icke
resistenta bakterier.
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rad och Magnus Eklund for att han kan allt om biologi.
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[BOor manniskor anvanda bakteriofager och genmodifierade

bakteriofager]: etisk bilaga
Freja Sorenby
Sjalvstandigt arbete i biologi 2016

Mojliga risker med bakteriofager

Min uppsats handlar om bakteriofagers langsiktiga paverkan pa antibiotikaresistens. Under de
senaste aren har forskning fokuserat allt mer pa bakteriofager och genmanipulerade
bakteriofagers eventuella framtida roll inom sjukvarden. Eftersom jag undersoker
mojligheterna mad att kombinera antibiotika och bakteriofager, ar det viktigt att skriva om
potentiella risker med den har tekniken. Min huvudsakliga etiska fragestéllning ar: bor
manniskor anvanda bakteriofager och genmodifierade bakteriofager? Har gor jag en samlad
bedémning och forsoker besvara min fragestallning.

Contra-argument bakteriofager

Vanliga bakteriofager har generellt farre risker for manniskor &n antibiotika, och &r darfor att
foredra (Verheust et al. 2010). Bakteriofager finns redan i naturen och &r programmerad for
att attackera bakterier; de brukar darfor inte orsaka skador pa manniskoceller (Pirnay et al
2015). Men det betyder inte att det inte fortfarande finns vissa risker med bakteriofager.
Bakteriofager kan bara farliga virulens faktorer som de kan éverfora till bakteriella
populationer och orsakar manskliga sjukdomar. Virulens faktorer kan paverka olika stadium i
bakteriella infektionsprocessen t.ex. bakteriell adhesion (Streptokocker mitis), eller bakteriell
invasion av manskliga vavnaden (Grupp A Streptokocker) (Verheust et al. 2010).
Bakteriofager kan ocksa hoja bakteriell resistens i serum och fagocytos (E.coli, Pseudomonas
aeruginosa) eller forandra bakteriens kénslighet till antibiotika (S. pyogenes) genom att
Overfora resistens gener med gentransduktion. De har exemplen visar att sekvens-analys av
hela bakteriofaggenom ar ett viktigt steg i riskbedémning.

Pro-argument bakteriofager

De huvudsakliga argumentet som talar for anvéndningen av bakteriofager ar att
bakteriofagterapi ger farre biverkningar an antibiotika och att bakteriofager inte attackerar
manniskans naturliga bakteriella flora (Alves et al. 2016). Nér bakteriofager har dodat
bakterien och infektionen ar behandlat forsvinner bakteriofager av sig sjalv. Eftersom forskare
har visat att bakteriofager i manga fall kan behandla infektioner béttre &n andra behandlingar
och med férre biverkningar &n antibiotika kan det leda till att fler liv raddas.

Pro- och contra-argument genmodifierade bakteriofager
Det finns manga fordelar med genmodifierade bakteriofager (GM-bakteriofager) da de hjalper
forskare att forbattra funktionen av naturliga bakteriofager, vilket t.ex. leder till att GM-
bakteriofager kan infektera snabbare och mer effektivt an de annars skulle géra (Sagona et al.
2016). Trots alla fordelar finns det risker vilket leder vissa manniskor till att ifragasatta om
det &r en bra ide att anvénda sig av tekniken. Miljordrelsen kdmpar dagligen med att sétta
stopp for olika forskningsprojekt som ror GMO (genmodifierade organismer). Vissa
manniskor tror att GMO mojligen kan utséatta samhallet for okénda risker for miljé och halsa
(Verheust et al. 2010, Barbu et al. 2016). Det &r darfor viktigt att bedoma vilka risker som
finns for samhallet, och att ha etiska reflektioner 6ver riskerna, for att bestdmma om
foérdelarna med GMO véger tyngre an riskerna som samhaéllet kan utsétta sig for.
Om GM-bakteriofager slapps ut i miljén pa grund av daligt kontroll eller en olyckshandelse
kan det leda till allvarliga ekonomiska och sociala foljder. GM-bakteriofager kan sprida sig i
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naturen och paverkar ekosystemet. Det ar framfor allt de langsiktiga konsekvenserna vid
anvandning av GM-bakteriofager som anses oklara. Nar det géller konsekvenser for
manniskor sa tyder majoriteten av den publicerade forskningen pa att det inte leder till stérre
hélsorisker. Det finns vissa risker for eventuell genspridning fran GM-organismer och det &r
okant om det finns langsiktiga effekter. Vissa risker kanske beror pa bakteriofagernas
egenskaper, vilket betyder att man maste studera varje enskild bakteriofag i detalj for att
kunna forsta riskerna.

Slutsats

Jag anser att samhéllet bor fortsatta anvanda GMO och bakteriofager i medicinska
sammanhang. Det finns manga fordelar med vanliga bakteriofager och GM-bakteriofager
trots riskerna. Det kravs tydliga regler och riktlinjer for foretag och offentlig sektor att folja
och samhéllet har ett ansvar att skydda miljo och naturen fran majliga risker forknippad med
GMO. Mot bakgrund av mina kunskaper kan jag tanka mig fordjupa mig mer i GMO fragan.

Forskningningsetik

I min uppsats har jag endast anvant mig av recenserade kallor fran vetenskapliga artiklar for
att sékerstalla en hog vetenskaplig kvalitet. Mina kallor ar tillforlitliga, pastaenden stods av
originalreferenser och jag citerar bara vetenskapliga kallor. Jag har redovisat olika perspektiv
pa ett Oppet och arligt satt sa att beskrivningen av amnet &r nyanserat. Jag har angett kallor
overallt i texten och &r tydligt i texten med vad som &r mina asikter och andras asikter.
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