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Abstract

Antibiotic resistance is a growing problem in the modern world, and it is recognized as a major
public health threat affecting humans worldwide. Multidrug-resistant organisms have emerged in
both hospital environments and throughout society. Our research is based on scientific articles and
external experiments. This article focuses on the advantages and disadvantages of using
bacteriophages to treat multidrug-resistance bacteria. Furthermore, on bacteriophage therapy and to
what extent it can supplement or replace the use of common antibiotics and broad-spectrum
antibiotics. Our studies showed that bacteriophages are a valid alternative to antibiotic treatments, if
the specific strain of bacteria and the placement of the infection is known. Bacteriophages has a
short host range, while antibiotics tends to be larger. Therefor the use of bacteriophages would not
harm essential bacteria in the body's microbiome.
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Introduktion

Vi stér over for et verdensomspandende problem i form af antibiotika resistens. I &r er der ca.
700.000 mennesker der vil omkomme grundet multiresistente bakterier.? Man estimerer at tallet vil
stige til omkring 10 millioner i 2050.2 P4 trods af tilgeengelighed af effektive antibiotika havde S.
Aureus bacteremia (SAB), der er en MDR-bakterie, dodelighedsrate pa 32% tilbage i 1983-1985°.
Staphylococcus bakterier der udviklede resistens over for methicillin havde en dedelighedsrate pa
42%,3 hvor bakterier der ikke havde denne mekanisme en dedelighedsrate pa 28%.3 Der er en
relativt stor forskel i dodelighedsraten, athangig af resistens, over for et specifikt antibiotikum.
Methilin Resistens Staphylococcus aureus (MRSA) steg fra 2,4% 1 1975 til 29% 1 1999, pé det
gennemsnitlige NNIS-system hospital.> Det viste sig at der var en sammenhang mellem antal senge
pa hospitalet og hvor stor procentdel af SAB, der havde udviklet resistens. P4 hospitaler med 200
senge eller mindre, var der 14,9% med resistente bakterier, mellem 200-499 senge var der 20,3% og
500 eller flere var der 38,3% med resistente bakterier.’

En undersogelse lavet fra januar 1997 til december 1999, viste at SAB var den hyppigste arsag til
blodforgiftning, bleddelsinfektion og lungebetandelse i nasten alle regioner.?

Hvis resistensen bliver ved med at udvikle sig som den ger, vil vi i fremtiden have flere ordinere
bakterier, f.eks. E.coli, der kan blive totalt resistente, og antibiotika vil miste funktionalitet som
behandlingsform.* Hvis dette sker, vil den almene infektion kunne veare dedelige ligesom i den
prae-antibiotiske era. I den prae-antibiotiske @ra var almene infektioner en af de hyppigste
dedsarsager. Ud over epidemier af bestemte bakterier, f.eks. Yersinia Pestis(pest), kunne
betaendelse i et sdr resultere i ded. Der er flere losninger pa problemstillingen. I vores opgave
underseger vi en alternativ lgsning som erstatning for antibiotika, bakteriofager. Bakteriofager er
virusser der draeber bakterier og findes naturligt. Selv i menneskekroppen eksisterer disse mikrober,
som dagligt beskytter mod infektioner eller bakterie angreb.

Bakteriofag forskning er i et tidligt stadie, da den ferste forskning begyndte i 1900-tallet. Man
mistede interessen, da der blev undersegt andre medicinske preeparater, herunder antibiotika. Nogle
lande har siden de ferste observationer forsat forskning og nu hvor der er blevet udviklet resistens
for antibiotika, er interessen steget for bakteriofagterapi. Antibiotika er blevet mindre effektive
overfor bakterier, grundet resistens.! Antibiotika resistens har resulteret i flere dedsfald?. Derfor er
der pabegyndt forskning i alternative losninger, eksempelvis bakteriofager.
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Problemformulering

Hvilke fordele og ulemper er der i forbindelse med bakteriofagterapi, som behandling mod
antibiotika resistente bakterier, og i hvilket omfang er det muligt at benytte bakteriofager som
behandlingsform?

Metode

I vores sogen efter mere viden bruges litteraturlaesning af videnskabelige artikler om tidligere
forskning, som vores metode. Der vil ogsé gennem arbejdet vare fokus pé kildekritik som metode,
eksempelvis anvendes adskillelige kilder for at fa en mere nejagtig og felles forstaelse om
omrédet.

Malgruppe
Vores projekt er rettet til forste semester studerende, med en forstaelse for biologi svarende til A-
niveau pa gymnasiet.

Semesterbinding

Semesterbinding: “Anvendelse af naturvidenskab i teknik og samfund”. Vores problemformulering
kobler sig til semesterbindingen, eftersom vi har valgt et verdensomsp@ndende samfundsproblem i
form af antibiotika resistens. Antibiotika resistens vil kunne forer til hgj dedelighed ved

almene infektioner. Ved hjaelp af forskning i blandt andet bakteriofag terapi vil

man potentielt kunne lose manglen pa effektive antibiotika.
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1.Bakterien og vejen til resistens

For at kunne forsta hvorfor antibiotika er vigtigt, og hvordan resistens kan opsta, skal vi have

en basisviden om prokaryote celler. Bakterier er prokaryote celler, og er derfor essentielt for
forstaelsen af projektet.

Prokaryote celler adskiller sig fra eukaryote celler ved at prokaryote celler har et mere simpel
design. Eukaryoter har mange forskellige organeller de har fiet gennem endosymbiose.’
Bakterieceller har en kapsel og en flaggel den kan bruge til beveegelse,® hvilket kan ses pé figur [1].
Prokaryote celler har ikke en cellekerne, mitokondrier og endoplasmatisk reticulum, mens
eukaryote celler ikke har en flaggel og cellemembran. I eukaryote celler findes DNA i nucleus,
mens hos bakterie celler findes det i cytoplasmaet. Mitokondrier producerer ATP til den eukaryote
celle, mens prokaryoter far ATP fra deres overflade membran.” 8

EUKARYOTE PROKARYOTE

Nucleolis Mitochondria

ERetgu:::\lc

Figur.1 viser en simpel oversigt over forskellen mellem en eukaryot celle og en prokaryot celle, herpd ses det at
prokaryote celler ikke har en cellekerne, mitokondrier og endoplasmatisk reticulum, mens eukaryote celler ikke
har en flaggel og cellemembran.®

Bakteriecellers cellevaegge bestar af peptidoglycan og et polymer, bestdende af aminosyre og
sukkerstoffer.® Bakterieceller kan opdeles i gram-positive og gram-negative. Gram-

positive bakterier har en sterre mangde peptidoglycan i celleveggen, sammenlignet med gram-
negative,® hvilket ogsé kan ses pa figur [2].
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Figur.2 for oven ses forskellen mellem gram positiv til hajre og den gram negativ til venstre. Man

ser at den gram positive har et tykt lager af peptidoglycan, i modscetningen til den gram negative
som har en ydre membran.’

Forskellen i celleveeggen har betydning for cellens udseende. Gram positive bakterieceller har et
mere cirkulert udseende, i modsatning til gram negative bakterieceller, som kan have et mere
traditionelt pille formet udseende.* Dette ses tydeligt pa figur [3].
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Figur.3 viser gram positive og gram negative bakterier, hvor de lyserade pille formet bakterier
er gramnegative, mens de lilla cirkulcere bakterier er grampositive.!

En vigtig forskel mellem en prokaryot og en eukaryot er at prokaryote celler formere sig ved brug
af RNA, i kontrast med eukaryote celler der benytter DNA.

DNA indeholder nuklein syren deoxyribose, hvorimod RNA indeholder ribose. Forskellen ses ved
at ribose indeholder et oxygen molekyle mere end deoxyribose. Felles for dem begge er deres
opbygning af sukkergrupper. DNA indeholder nukleotiderne adenin (A), guanin (G), cytosin(C) og
thymin(T). Nukleotiderne i RNA er forholdsvis ens, med undtagelse af thymin som bliver udskiftet
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med Uracil (U). Strukturen af DNA er ofte dobbeltstrenget helix, hvorimod RNA er enkeltstrenget.
DNA kan ikke selv danne proteiner, men assisteres af RNA.

I cellekernen, hvor DNA befinder sig bliver der skabt en RNA-streng, ud fra DNA-strengen
gennem en proces, der kaldes transskription. Enzymerne helicase og topoisomerase er transkriptions
enzymer, hvis funktion er at adskillelse DNA-strengen. Det skaber plads for enzymet RNA
polymerase, som bevager sig langs DNA-strengen og skaber et mRNA molekyle.® mRNA bliver
transporteret ud til cytoplasma og satter sig pa et ribosom, hvor det sa bliver oversat gennem tRNA.
Pa tRNA findes der aminosyrer der kan genkende codon sekvenser fra mRNA og indsatte passende
aminosyrer.® Codon sekvenser er tre nukleotider sat sammen til et par, hvor nogle koder for start og
stop. Nar en stop codon er naet er translationen slut. Ribosomer indeholder proteiner

og ribosomal RNA (rRNA).® rRNA bevager sig langs aminosyrerne og katalyserer processen for
dannelsen af et protein. Transskription og translation processen kan ses pa figur

[4].1! Transskription og translation er en essentiel proces, da den danner proteiner, som er
komponenter af alle levende organismer.
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Figur.4 viser vejen fra DNA-streng til protein via transskription og translation. Transskription er

hvor DNA adskilles og kopieres, derefter sendes det til et ribosom, hvor translationen foregdr ved
brug af tRNA."!

Proteiner bestér af aminosyre og kan eksempelvis findes i cellemembranen. Proteiner i
cellemembranen benyttes blandt andet til at transportere vigtige stoffer gennem cellemembranen
ved kanal proteiner. Proteiner bruges ogsé til kommunikation mellem celler, som sidder pé
ydersiden af cellemembranen.

Ligesom eukaryote celler, bruger prokaryote celler proteinsyntese til at danne proteiner. Hvor hos
bakterier bruges det til opbygning af cellevag, kommunikation og opretholdelse af andre funktioner
inden i cellen. Denne proces kan h&emmes ved anvendelsen af antibiotika.
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2.Antibiotika

Antibiotika har vaeret brugt, som det menneskelige forsvar til at bekeempe bakterier, da antibiotika
blandt andet kan inhibere proteinsyntesen pa adskillige méder. I dette afsnit vil der gives en kort
introduktion til begrebet antibiotika, og der vil mere detaljeret blive beskrevet, hvordan specifikke
typer af antibiotika virker. Bakterieceller har mange strukturelle forskelle fra eukaryote celler, det er
derfor muligt at benytte antibiotika til at hemme, eller draebe bakterierne uden pavirkning af
normale celler. Hvis en bakterie heemmes af antibiotika, vil det menneskelige immunforsvar drabe
bakterien. Kroppen har sine egne gavnlige bakterier i tarmfloraen, som kan tage skade, ved brug af
antibiotika til behandling.'? Der findes mange typer antibiotika, efterfalgende punkter er eksempler
pa antibiotika.

2.1 Sulfonamide og trimethoprim

Sulfonamide og trimethoprim er antibiotika der stopper dannelsen af vitaminet folat.!> Mennesker
indtager folat gennem kost, hvorimod bakterier selv danner dem. Nar produktionen af folat stoppes,
der bakteriercellerne, og menneskecellerne péavirkes ikke.!* Produktionen af folat fremkommer
under metabolismen, hvor adskillige aminosyrer inden i1 bakterien interagerer med hinanden og
danner folat.

Sulfonamider og aminobenzoesyre (PABA) har lignende struktur. PABA indgér i folat og er en del
af syntesen med dihydrofolin, hvor der dannes tetrahydrofolate.!® Tetrahydrofolate er en vigtig
byggesten, for et coenzym der er med til at katalysere carbon metabolisme. Sulfonamider er
antimetabolister, og siden PABA og sulfonamider ligner hinanden, kan PABA udskiftes med
sulfonamider. Sulfonamider er i stand til at inhibere biosyntesen af nukleinsyrer som er en
byggesten for RNA-formationen.!? Da bakterier ikke kan optage folat fra en ekstern kilde, inhiberes
veekst, replikation og metaboliske processor.!? Trimethoprims inhibererer enzymer dihydrofolin
reduktase,'® som stopper dannelsen af tetrahydrofolinsyrer, og hermed kan pyrimidin syntesen ikke
forlebe. Pyrimidin syntesen er med til dannelsen af nukleotiderne, cytosin, thymin og uracil, som er
byggesten i DNA og RNA.!® Disse to antibiotika kan benyttes i synergi med hinanden, og sikrer
onsket effekt. Herunder ses figur [5] som giver en visuel reprasentation af processen.'*

10
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Figur.5 viser hvordan folat dannes gennem syntesen, hvor dihydrofolinsyre bliver til
tetrahydrofolate, og hvor de to antibiotika inhiberer.'

2.2 Penicillin

Penicillin inhiberer et enzym 1 bakterien kaldet transpeptidase, som cellen benytter til at katalysere
det sidste trin i celleveegssyntesen.'® Dette resulterer i at cellen ikke kan opbygge sin cellevag, der
beskytter den fra det omliggende miljo og eger risikoen for dens cellulere dele flyder ud af
cytoplasmaet.!> Da cellevagge ikke eksisterer i eukaryote celler, pavirker antibiotika ikke
menneskeceller. Penicillin pavirker cellevaegssyntesen, og derfor er det kun effektivt mod bakterier
der ikke er feerdigt udviklet.

2.3 Andre antibiotika

Der findes ogsa en kategori af antibiotika, der enten hammer eller stopper en

bakteries proteinsyntese. Der eksisterer flere forskellige antibiotika med denne effekt, de virker i
forskellige stadier af proteinsyntesen. Eksempler er: Tetracycliner, chloramphenicol og fusidinsyre.
16 Fusidinsyre inhiberer proteinsyntes ved at interagere med enzymet translocase.® Fusidinsyre kan
bruges imod mange bakterier, der har udviklet resistens over for methicillin eller penicillin, grundet
det meget specifikke virknings punkt af antibiotikummet.> DNA og RNA-syntese er livsngdvendigt
for at alle organismer kan overleve. Nogle antibiotika kan haemme et specifikt enzym i bakterier
kaldet topoisomerase II, hvilket resultere i at bakterien der.!” Eukaryote og prokaryote celler
benytter forskellige enzymer til syntesen, og derfor kan man modvirke bakterien uden at det
pavirker mennesket. Flouroquinoler kan heemme enzymet topoisomerase I1,!7 der et af mange
antibiotika der inhiberer DNA og RNA-syntesen. Antibiotika er gennem drene blevet mindre
effektivt, grundet overforbrug og bakteriens evne til at udvikle resistens over for antibiotika.

11
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3. Antibiotika resistens

Der er mange forskellige drsager til, der forekommer antibiotikaresistens. Der findes flere stadier af
resistens, MDR, XDR og TDR som er multi, extensive og total drug resistance. Jo mere resistente
bakterier er, jo farre antibiotika vil kunne bruges til behandling. Den arsag man ferhen har troet har
vearet arsagen til resistens, er punktmutationer i bakteriens kromosom. Det viser sig, at den
hyppigste arsag er, at en bakterie baerer en resistent gensekvens i sit extra kromosomale DNA, som
senere kan gives videre til en anden bakterie.!® Der er tale om mobilt DNA, eksempelvis plasmider,
integroner og transponer. Disse DNA-sekvenser koder for diverse resistensmekanismer, hvor et
eksempel er en effluxpumpe.'® Effluxpumpe, bruges til at udskille toxiner fra bakterien, og da
antibiotika er et toxin for bakterien, vil den skille sig af med det. Dette er med til at gare
effluxpumpen til en meget gavnlig mekanisme for bakterien.!”

Grundleggende er der fire mader, hvormed bakterier kan opné resistens, overfor antibiotika. Hver
en har sin kendetegn og proces.

3.1 Lineaer nedarvning

Den mest naturlige méde, mekanismer er givet videre pa, er gennem genmutationer i bakteriens
kromosom. Kromosomet kan videregives til nye bakterier, ved ukennet tvaerdeling af cellen, altsd
en form for evolution.'® Bdde MDR effluxpumper og B-lactamase som findes i gram negative
bakteriers kromosomer bliver videregivet gennem denne proces.'®

Et andet eksempel pé denne type resistens er, hvor bakterien har udviklet penicillin binding proteins
(PCP). Det er enzymer der kan nedbryde eller @ndre antibiotika gennem effluxpumper, som kan
skille sig af med toxiner gennem cellemembranen.'® Et andet eksempel, der kan forekomme, er
@ndringer 1 bakteriens receptorer, hvor specifikke antibiotika binder sig. Det resulterer i at
antibiotika ikke kan binde sig og derved mister virkning.!'®

B-lactamase er et enzym der gennem hydrolyse nedbryder ring-strukturen af b-lactam antibiotika,
og dermed deaktiverer molekylets antimikrobielle egenskaber.?’ Der er tre andre mader en bakterie
kan tilegne sig resistens (fig.6).'8

3.2 Transformation

Transformation foregér ved, at en DNA- sekvens fra en ded eller beskadiget bakterie der har haft et
resistent gen, kan blive samlet op af en levende bakterie.!® Den frie DNA-sekvens kan en bakterie
inkorporere 1 sit kromosom, og DNA-sekvensen bliver hermed til en del af den nye celles
arvemateriale.!'®

12
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3.3 Transduktion

Transduktion er en proces, hvor en virus kan viderefere arvemateriale fra en bakterie til en anden.'®
Et eksempel er en bakteriofag, der kan inficere en bakterie og bruge den som vart. Efter
bakteriofagen har delt sig, pakkes deres arvemateriale, og i nogle tilfaelde tager de en del af
vartscellens DNA med. Néar bakteriofagen inficerer en ny celle, kan det forekomme at den
videregiver arvematerialet fra den forhenvaerende vert, og sd kan den nye bakterie celle optage det i
dets genom. Der findes to former for transduktion, general og specialiseret.?! T den generelle kan
bakteriofagen videregive enhver del af veertens genom. I specialiseret, kan den videregive en
specifik del. Dette kan bruges til at inkorporere interessante DNA ind i en gnsket celle ved hjlp af
en bakteriofag.??

3.4 Konjugation

Konjugation er en proces, hvor en donor bakterie videregiver arvemateriale til en modtager
bakterie.?> Donoren berer pd en DNA-sekvens kaldet fertilitetsfaktoren, som koder for

en pillus.? Pillus er en tynd tube der bruges til at forbinde donor og modtager. Nar de er

forbundet, videregiver donorbakterien arvematerialet til modtager bakterien. Arvematerialet der
bliver videregivet, er oftest gavnligt for modtager bakterien, og kommer i form af et plasmid eller et
smét cirkuleert stykke DNA.2 T dette tilfeelde videregives et resistent mekanisme. Disse tre mader
resistens videregives pa kan ses pa figur [6].'8
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Figur. 6'% viser tre mdder en bakterie kan fi resistens, ved transformation optages der frit liggende
DNA fra dode eller beskadige bakterier, transduktion forekommer gennem virus som becerer
resistens og konjugation er to bakterier der gar i sammenspil med
hinanden, hvor donorbakterien videreforer dens resistens til modtager bakterien.

13
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3.5 Mekanismer til at undga antibiotika

Generelt er der fire biokemiske processer/strategier en bakterie kan gennemga for

at modvirke antibiotika.

For at lave klassificeringer af antibiotikaresistensmekanismerne, kan man kategorisere dem efter
den biokemiske proces, der sker inde i cellen, der skaber resistens.

1) Modifikationer af det antibiotiske molekyle

2) Nedsattelse af antibiotikummets gennemtrangning af cellemembranen og efflux-pumper

3) ZAndring i antibiotikummets mal

4) Modstand pa grund af globale celletilpasninger

3.5.1 Modifikationer af det antibiotiske molekyle

En af de mest succesfulde strategier, mange bakterier har udviklet, til at bekempe antibiotika, er at
producere enzymer, der inaktiverer antibiotikummet, hvilket ger antibiotika ikke kan binde sig til sit
mal.>*

3.5.1.1 Kemisk andring af antibiotikummet

Enzymproduktionen af bakteriecellen, er i stand til at lave kemiske @ndringer i antibiotikaet og er
en velkendt proces i antibiotikaresistens hos bade gram-negative og gram-positive bakterier*.
Zndringen i antibiotikummet og de enzymatiske modifikationer, h&emmer proteinsyntese helt
ned til ribosomniveau i antibiotikummet. De hyppigste biokemiske reaktioner disse enzymer
katalyserer, er acetylering, phosphorylering og adenylering.?* Uanset hvilken biokemisk reaktion
der katalyseres, er udfaldet det samme. Denne proces mindsker l&egemidlernes optagelsesevne
nne proces mindsker leegemidlernes optagelsesevne hos mélet, hvilket resulterer at den lavest
mulige koncentration af medicin, der stadigvaek forebygger vekst, bliver storre.

3.5.1.2 @delaeggelse af antibiotikummet

Dette kaldes ogsa B-lactam-resistens. Her producerer bakterien igen et enzym, der gér ind og laver
en kemisk @ndring i antibiotikummet. Enzymet edelegger B-lactam ringen i antibiotikummet, ved
hjelp af B-lactamase, og fjerner antimikrobielle egenskaber.

3.5.2 Nedseettelse af antibiotikummets gennemtraengning af cellemembranen
og efflux-pumper

3.5.2.1 Nedsat permeabilitet

Mange af de antibiotika, der anvendes i klinisk praksis, har intracellulaere mél.>* Bakterier har
derfor udviklet mekanismer til at forhindre antibiotikummet i, at komme ind 1 bakterien, ved at
reducere optagelsen af antibiotika. Denne mekanisme er iser vigtig i gram-negative bakterier.

Ved gram-negative bakterier skal de aktive stoffer i antibiotikummet treenge igennem bade den ydre
og den cytoplasmiske membran, hvilket begranser tilstramningen af stoffer fra det ydre milje.?*
Den ydre membran er den forste forsvarslinje mod indtreengen af flere giftige forbindelser, herunder
flere antibiotika. Denne @ndring, der pavirker gennemtraengningen, er ogsa kaldet permeabilitet.
Hydrofile molekyler sdsom B-lactamer, tetracycliner og nogle fluoroquinoloner, benytter sig af
vandfyldte diffusionskanaler(poriner) til at krydse over den ydre membran, hvilket gor dem sérbar
overfor &endring i permeabiliteten®*.
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3.5.2.2 Efflux pumper

Efflux-pumper er komplekse bakterielle maskiner placeret i cellemembranen, der er i stand til

at transportere giftige stoffer ud af cellen for de nér at have en betydelig effekt.

1825 Denne resistensmekanisme pavirker en lang raekke antibiotika klasser,

herunder proteinsyntesesheemmere, fluorquinoloner, B-lactamer, carbapenemer og polymyxiner.?®

3.5.3 &£ndring i antibiotikummets mal

En anden almindelig strategi bakterier kan benytte sig af for at skabe resistens er, at @ndre
bindingsstedet for antibiotika. Dette kan en bakterie gore ved enten at forhindre antibiotikummet i
at na dets bindingssted eller ved modifikation af bindingsstedet, hvilket resulterer i nedsat affinitet
for antibiotika molekylet.?* Affinitet er tilbgjeligheden mellem to molekyler til at reagere med
hinanden.

3.5.3.1 Modifikation af bindingsstedet

ZAndringer i1 bindingsstederne for antibiotika, er en af det mest almindelige mekanismer 1
antibiotikaresistens. Denne mekanisme har en pavirkning pé nasten alle former for antibiotika.?*
Zndringen i de forskellige mél kan indebaere punktmutationer i generne, der koder for
bindingsstedet.?* Enzymatiske a@ndringer af bindingsstedet kan forekomme ved tilsztning

af methylgrupper, erstatning eller omdirigering af det oprindelige mal.?* Uanset typen af @ndring,
er virkning altid den samme; et fald i antibiotikummets affinitet for mélstedet.

3.5.4 Modstand pa grund af globalt celletilpasninger

For at overleve i mindre ideale miljoer, sésom den menneskelige krop, er det vigtigt, at bakterien
tilpasser sig til at kunne handtere angreb fra det menneskelige immunforsvarssystem. Bakterier har
derfor udviklet mekanismer for at undga forstyrrelse af den centrale cellulare proces, sdsom
cellevaegssyntese og membran homeostase.*

Membranhomeostase er opretholdelse af miljo i organismen, til trods for pavirkning af organismen
udefra. Dette er vigtigt for de cellulere processer, sdsom signalering og selektiv optagelse af
materiale.?®

3.5.4.1 Plasmider: replikerer sig uathangigt af cellens kromosomer, men deres gener telles stadig
med i cellens totale gen antal.>* Der kan eksistere flere plasmider i en enkelt celle. Transposoner er
mobile genetiske elementer, som kan integrere sig i cellens kromosom, eller i andre transposoner.
Transposon DNA-stykkerne er med til at kode for et protein, eksempelvis et enzym der kan vaere
med til at konjugere transposoner sa den fungerer anderledes, og kan facilitere transport af
plasmider fra en bakterie til en anden.?*
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4.Bakteriofager

Grundet manglende behandlingsformer mod antibiotikaresistens forskes der i andre lgsninger end
antibiotika. En potentiel losning er bakteriofagterapi, hvor man benytter virusser til nedkaempning
af bakterielle infektioner og resistente bakterier.

I dette afsnit beskrives bakteriofagers oprindelse og opbygning. Herunder forklares begreberne
virus, immunforsvaret mod virus og lysogen- og lytisk cyklus.

4.1 Virus

Virusser findes i mange sterrelser, hvor de mindste virusser har en sterrelse pa 20nm i diameter,
mens de sterste virusser har en storrelse pa 1,5um.* Gennem Wendell Stanleys forskning kunne
man for forste gang studere strukturen pa en virus. Nermere underseggelser viste, at virusser er en
infektios organisme bestdende af nukleinsyre, som er indkapslet i et proteinlag, kaldet kapsider. Hos
virusser kan deres gener variere meget, da de kan bestd af dobbeltstrenget og enkelstrenget DNA og
RNA, alt athengig af hvilken type virus det er. En virus kaldes enten DNA-virus eller RNA-virus
alt efter, hvilken slags nukleinsyrer der udger dets genom.®

Kapsidernes form kommer an p4, hvilken type virus man har med at gore. Kapsider kan tage mange
former; en stang, et polyhedron, eller andre mere komplicerede former.® Kapsider er opbygget af
mange smé proteiner kaldet kapsomerer®. Diversiteten af forskellige strukturer som kapsomer kan
arrangere i et kapsid er ikke stor. En virus kaldes for en helical virus, nir kapsiden er opbygget af et
enkel type kapsom, der er opstillet i helix form, som i sidste ende danner en stang. En virus

kaldes icosahedral virus, nar der er forskellige kapsomere, som danner en polyhedron kapsid. Hos
nogle virusser er der observeret en membrankappe, der overdakker kapsiderne. Membrankapperne
indeholder fosforlipider, membranproteiner og glycoproteiner.® De mest komplicerede kapsider
findes hos de virusser, der inficerer bakterier, bakteriofager.®

Virusser er ikke i stand til at replikere sig selv, uden at inficere en vaertscelle, da virusser ikke
indeholder metaboliske enzymer og ribosomer til at danne proteiner.® Selvom en virus er i stand

til at overtage bakterieceller, er den ikke i stand til at overtage alle former for bakterieceller, da den
kraever en specifik vert.® En virus evne til at overtage en celle skyldes glycoproteinerne som sidder
pa deres overflade. Inficeringen af cellen foregar gennem glycoproteinerne, der prover at binde til
nogle receptorer, der findes pa cellens cellemembran. Hvis glycoproteinerne passer med
receptorerne, kan virussen trenge ind og dermed overtage cellen.® Felgende varierer fra virus til
virus. Nogle virusser kan treenge ind hos flere bakterieceller af samme slegt. Nér virussen trenger
ind i cellen, fordgjer cellen kapsiderne gennem cellens enzymer, sd kun virussens genom er tilbage.®
Herefter forekommer der RNA-polymerase, hvor virus genomet fungerer som en skabelon for den
komplimenterende RNA-streng.® Dette betyder at der dannes nye kopier af virusgenomet, gennem
den komplimenterende RNA-streng. Den komplimenterende RNA-streng fungerer ogsa som
mRNA, som translateres til nye kapsomere og glycoproetiner.® Glycoproteinerne transporteres nu
ud til plasmamembranen, mens de nyskabte kapsider indkapsler de nylavede virus genom, og til
sidst udledes virussen ud af cellen. Pa vej ud af cellen far virussen membrankappen

og glycoproteinerne. Denne proces kan ses herunder pé figur [7].%
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Figur.7 viser dannelsen af nye virusser gennem en veertcelle.’

En virus der besidder denne egenskab, er bakteriofager. Bakteriofager er virusser der reproducerer
sig selv i en bakterie celle. Bakteriofager har en lille rekkevidde af bakterier den kan inficere. Ved
infektion af en bakterie, indgér bakteriofagen i enten en lytisk eller lysogenisk cyklus. Under lytisk
cyklus reproducerer bakteriofagen sig i bakterien, og efterfolgende draber cellen. I lysogenisk
cyklus integreres bakteriofagens arvemateriale i bakteriens genom. Herefter sidder arvematerialet
passivt i bakteriecellen, og har ingen effekt.
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4.2 Opbygning af bakteriofager

Bakteriofager (forkortelse fag) er virusser der angriber bakterier. Fager kan klassificeres som
virulente eller tempererede fager, og er opbygget af nukleinsyrer og proteiner.® Nukleinsyren

i fagen kan bdde vaere DNA eller RNA. Fagerne besidder enten et enkelt eller-dobbelt strenget
genom, med optil 300 kodende gener.® De virulente bakteriofager kan kun indgé i den lytiske
cyklus, og er derfor mest gavnlig for bakteriofag terapi.® Tempererede fager kan bade indga i lytisk
og lysogenisk cyklus.® Som udgangspunkt indgar tempererede fager i den lytiske cyklus, ved stor
mangde tempererede fager i forhold til bakterier, vil den indgé i den lysogeniske cyklus og
inkorporer sig i bakterien.®?’

capsid(hovad)

kraven

Faz halen

Hals fibre

Figur 8. Bakteriofagerne bestar henholdsvis af et capsid, krave, hale samt hale fibre. Capsid er en
sammenscetning af proteiner, hvor arvemateriale er placeret. Arvematerialet kan enten veere
dobbelt -eller enkelt strenget DNA og RNA. Bakteriofagerne har en hale, den bruger til at genkende
bakterien og overforer arvematerialet ind i bakterien®?’

4.3 De tre typer bakteriofager

Bakteriofager er defineret af deres DNA. Forskning viser at der eksisterer mere end en type
bakteriofager. Fagerne deler ikke samme organel struktur og er derfor forskellige. Der findes tre
overordnet typer af bakteriofager, med undergrupper der har sma cellulere forskelle.?®

4.3.1 DsDNA: den hyppigst forekommende er halede fager (96% af alle fager).?° Denne typer
fager er kendetegnet ved at have dobbelt strenget DNA og en hale. Fagerne er

i Caudoviridae familien, og inddeles i undergrupper efter halelengder, og sammentrakkende eller
ikke sammentrakkende ben.?” Ved adsorption lander den halede fag og vedhafter benene pa
bakteriens cellevaeg, ved hjalp af cellebindende protein receptorer.?’ Bakteriofagens hale penetrerer
bakteriens cellevaeg og indsprejter bakteriofagens dna.?3°

4.3.2 SSDNA: Enkelt strenget DNA fager. Disse bakteriofager herer under Inoviridae familien og

er kendetegnet ved deres skruelignende eller helix formet struktur.?” ssDNA bakteriofagers leengde
athanger af dets genom, og er proportionel med genomet. Denne type bakteriofager kan ogsa have
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en rund form, det athaenger af lengden af bakteriofagen dvs. en leengere dna-sekvensen, resulterer i
en mere aflang bakteriofag.’! Dette er den mest hyppige struktur. Der kan forekomme en cirkuleer
struktur hvis DNA sekvensen er kort.?*-3!

4.3.3 SSRNA: Enkelt strenget RNA fager. De tilharer familien Leviviridae og har samme
egenskaber som ssDNA.2° Samme forhold mellem leengde og form som ssDNA.

Disse fagers genom er ofte korte og derfor er deres struktur tet pa cirkuleer.>? Strukturen kaldes
ikosaedriske/isometrisk (icosahedral), som er en geometrisk struktur med mange flader, se figur [9]
for bedre forstéelse. Ligesom dsDNA og ssDNA har disse fager ligander pé deres ydre struktur, der
binder sig til bakterierne gennem adsorption.?®-3?

7] sSRNA E.coli | 12kD
Table 1
Some basic morphological and other properties of selected phages
Selected phage Morphology Type of genetic material | Size  Host  M.W of intact phage
T4 ds DNA 200 nm | E. coli | 110 kD
] MI3 Circular/ss DNA 890 nm | E. coli | 24kD
|
TS ds DNA 160 nm | E. coli | 75kD
7
MS2 ssRNA 27nm | E. coli | 3.7kD
T7 ds DNA 46nm | E. coli | 38kD
-
. @
1 ((I
oX174 Circular ssDNA 31am | E coli | 1.7kD g

Figur 9. De forskellige typer af bakteriofager i forhold til deres genom*?

4.4 Livscyklus

En bakteriofag er en virus, og ligesom alle andre virusser besidder de ikke metaboliske enzymer og
materialer til at lave yderligere proteiner og ribosomer. Bakteriofagerne er med andre ord parasitter,
som kun kan reproducere sig selv i en veerts-celle (bakterie).® Der er millioner forskellige former for
bakteriofager, som hver is@r kun kan inficere et begrenset antal bakterier. Fagerne identificerer
deres verts-celle ved brug af dens protein tail og cellens specifikke receptor molekyler. 834

Nér den enkelte bakteriofag har fundet sit target, placerer fagen sig uden pa bakteriens
cellemembran, og dens arvemateriale skydes ind i bakterien. Bakteriofagen har nu muligheden for
at formere sig gennem den lytiske eller lysogeniske cyklus.®3-36
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4.5 Lytisk cyklus

En infektions cyklus, der ender ud i veerts-cellens ded.® Udtrykket lytisk henviser til sidste stadie i
cyklussen, hvor bakterien Brister. Den lytiske cyklus er den mest forekommende replikations
cyklus, som bakteriofagerne benytter sig af.® Virulente fager kan kun replicere sig igennem den
lytiske cyklus

Nér arvematerialet er indsat 1 verts-cellen, omprogrammeres cellen til at kopiere fagens DNA og
fremstille komponenter til nye fager.® Nér bakterien er opbrugt, nedbrydes bakteriens celleveeg og
nye bakteriofager frigives. Hver enkelt bakteriofag kan derefter inficere nye bakterie celler, som pa
fa timer ville kunne udrydde en hel population af bakterieceller. & 2’

4.5.1 Cyklus:?’

1.

Bakteriofagen soger en modtagelig vertscelle (bakterie), som besidder de rette receptorer.
Bakteriofagen bruger dens hale til at identificere bakteriecellen.

Vedhaftning: Bakterien har fundet en vartscelle, og placere sig uden pa cellemembranen
(adsorption). Bakteriofagen benytter sig af sine halefibre, til at binde sig til
bakteriens overflade.

Overforelse af DNA til cellen.

Efter at have bundet sig til receptoren pd bakterien kommer bunden af bakteriofagen tettere
pa cellens overflade. Bakteriofagen overforer arvematerialet til bakterien, gennem

dens néleformede hale.

Latent fase - Protein syntese:

Under latent fasen overtages cellens dannelse af proteiner, DNA og RNA. Gen
transskription af bakteriofagens DNA udferes, og nedvendige proteiner og komponenter
produceres. Bakterien er blevet til bakteriofagens fabrik for viral-materiale til nye fager.
Bakteriens DNA gar i felgende proces hen og bliver inaktiv og hydrolyseres.

Samling af viral-materiale:

Hjzlpe proteiner samler de nye bakteriofager. Forst samles basalpladen, sammen med
halefibrene. Hovedet (Capsid) samles separat, og arvematerialet placeres i capsid. Og til
sidst samles halefibrene med resten af delene.

Lysis fasen:

Under den sidste fase af den lytiske cyklus, begyndes produktionen af

henholdsvis Holins proteiner og enzymet Lysin (endolysin). Holins er en gruppe af sma
proteiner, som er ngdvendige for at starte og kontrollere nedbrydelsen af bakteriens
cellevaeg. Holins proteiner har den unikke egenskab at kunne lave porer i bakteriens
cellemembran. Dette giver adgang for enzymet Lysin til at nd cellevaegen. Lysin er et
enzym, der er i stand til at nedbryde en af de fem bindinger i1 peptidoglycan (vigtigste
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komponent i cellevaeggen). Som resulterer i at bakteriens celleveeg nedbrydes, og de nye
reproducerede bakteriofager frigives. De nye bakteriofager kan nu udfere samme proces pa

samme type bakterie. Som vist pa figur [10]

viralt arvemateriale $M — )
Seger bakterisvant
/ Fagen bim‘a_sig til
Q en racoptor pa
bakterien
!
.
Sals

overforer DNA til
bakterien

Cellevagen
nadbrydes og
figiver nye
bakteriofazer

Samler nyt viralt
materiale, og skabar
niye bakteriofger

Zenstransketiption
af bakteriofzens
DNA.

)

-Bakteriens DNA
hvdroliseres

Figur 10, viser den Iytiske cyklus, forklaret i forrige afsnit®’.

4.6 Den lysogeniske cyklus

Den lysogeniske cyklus minder meget om den lytiske cyklus. Bakteriofagen hefter sig pd, bakterien
og skyder dens arvemateriale ind i cellen. I stedet for at begynde pa at reproducere sig selv i cellen,
og felgende drabe cellen, integreres bakteriofagens DNA ind i cellens genom.® Bakteriofagens
DNA bliver kopieret med bakteriens genom under celledeling. De kommende generationer af
bakterier, fores nu videre med bakteriofagens DNA. 8 27

4.6.1 Cyklus:?’
1. Adsorption, binding til receptoren og injektion af arvemateriale, sker pa samme méde som i
den lytiske.

2. Efter injektion af arvematerialet sker der modsat den lytiske cyklus ikke yderligere
gentransskription af DNA’et. Produktionen af nye bakteriofager igangsattes ikke. I stedet
bliver et repressor protein dannet, som gér ind og binder sig til en sdkaldt operator pa
bakteriofagets DNA. Repressor proteinet har til forméal at gé ind og blokere DNA’et s
transskription ikke forekommer. DNA’et deaktiveres og dannelsen af mRNA stopper, dette
kan ses pa figur [11].
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Figur 11, er en repreesentation af repressor proteinets indvirkning pd en DNA-streng. 3

3. Integration of DNA: Bakteriofagens undertrykte DNA integrerer sig ind i bakteriens genom,
og bliver til en sékaldt ’profag”. Pro er stadiet hvor den sidder passivt inde i bakteriens
genom, for den skifter tilbage til lytisk replikation.

4. Igennem bakteriens celledeling, vil det modificerede genom videregives til naeste generation
af bakterier. Bakterien forsetter med at udfere dens naturlige celledeling, upavirket af
bakteriofagens DNA. Bakterien risikerer at blive beskadiget. Fx ved eksponering for Uv-
straling, ioniserende straling eller mangel pd thymin. I dette tilfaelde vil cellen danne et
protease enzym, som nedbryder repressor proteinet fra operatoren, og dermed gor
genaktiverer bakteriofagens DNA. Dette resulterer i at bakteriofagens arvemateriale, gar
igennem den lytiske cyklus. Som vist pa figur [12].

Figur 12 giver et overblik over, hvilke trin der forekommer i den lysogeniske cyklus.
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4.7 Bakteriofager og immunforsvaret

Det er vigtigt for kroppen at skille sig af med bade aktive og dede celler. Under bakterielinfektion,
eller ophobning af toksiske dele fra dede celler, har kroppen immunforsvaret til at modvirke
eventuelle folgesygdomme. ¥

Nér mennesket bliver inficeret af mikroorganismer, har vi gennem evolution skabt immunforsvaret.
immunforsvaret identificerer bl.a. bakterier, dreeber dem og forer cellen ud af systemet.® En vigtig
del af immunforsvaret er RES-systemet hvor kroppen nedbryder bade bakterier og bakteriofager.*!
RES-systemet er et ssmmenspil mellem forskellige typer af leukocytter der har til formél at
lokaliser og begrense spredning af infektion. Leukocytter er en overordnet betegnelse for
immunceller i blodet som ogsa er kendt som hvide blodlegemer. Leukocytter dekker over en raekke
forskellige forsvarsmekanismer der hedder monocytter, lymfocytter og granulocytter, herunder
neutrophilocytter, eosinofilocytter og basofile.3%4

Monocytter skiller sig af med affaldsstoffer fra nedbrydning af mikroorganismer, efter behandling
med f.eks. bakteriofager eller anitbiotika.>* Uden denne funktion ville cellulare dele fra dede
bakterier, bakteriofager og andre affaldsstoffer ophobe sig i arene.

Lymfocytter kan inddeles i to typer,* T-lymfocytter som har til formal at dreebe udefrakommende
bakterier og B-lymfocytter producerer antistoffer, som hjelper immunforsvaret med at huske
infektionen.?® Den tredje og sterste hovedbestanddel af imuncellerne er granulocytter og herunder
er der tre underkategorier;*>* Neutrophilocytter bliver dannet, gennem vores knoglemarvs
stamceller, deres funktion er at opdage infektioner i kroppen og informerer andre hvide
blodlegemer om infektion.*® Disse udger sterstedelen af de hvide blodlegemer. Eosinofilocytter
angriber bade parasitter og bakterier og aktiverer T-celler.** Til sidst er der basofile granulocytter,
de udger en meget lille bestanddel af immunsystemet og deres primere funktion er aktiverer T-
hjalpeceller, der s kan aktivere T-celler der kan drabe parasitter.>>+

T- hjelpecellernes funktion er at tilkalde T-cellerne, sa de kan modvirke den pigaldende infektion.
Hver enkelt type celle agerer efter bestemte méal og har derfor forskellige virkningsgrad afthengig af
hvilken type infektion. Felles for dem er at de draeber bakterier eller begraenser skade. Dette kan
bade vere infektioner, men ogséd inflammatoriske skader.

I kroppens immunforsvar eksisterer, der ogsa plasmabaserede enzymer kaldet immunoglobulin.
Immunoglobulin er et antistof der indeholder specielle receptorer, der kan hindre bakteriofager for
de kan na at have en virkning. Disse receptorer genkender bakteriofager, da de er udefrakommende
organismer. Nar immunoglobulin har genkendt bakteriofagen danner de antigener, som binder sig
til bakteriofagen. Antigenerne forer bakteriofagen ud af kroppen. Naste gang kroppen inficeres af
denne bakteriofag, bliver den hurtigere genkendt og antigenerne aktiveret.*®
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4.8 Bakteriofag programmering

Bakteriofagers specificitet for visse bakterielle familier begraenser deres effektivitet. dette giver
mulighed for et selektivt antibakterielt middel. Formélet med bakteriofag programmering er, at
bedre kunne udnytte de nuvarende bakteriofager. Under bakteriofag-terapi, benytter en specifik
bakteriofag der kan inficere den opgaeldende bakterie. Ved brug af forskellige bakteriofag
programmerings strategier, er det muligt at skabe en mere bredspektret bakteriofag. Dette kan opnés
ved at skifte vertsgenkendelses liganden pé bakteriofagen eller benytte sig af genmodificering af
CRISPR/CAS-9.4

4.8.1 Programmering ved udskiftning af bakteriofagens ligand.

En ligand er et molekyle som er i stand til at binde sig til en specifik receptor. Det er muligt at
udskifte en bakteriofags vertsgenkendelses ligand, hvilket gor at bakteriofagen kan opnd mulighed
for at binde sig til flere forskellige receptorer. Under et forseg, blev det bevist at det var muligt at
udskifte veertsgenkendelses liganden pé bakteriofager.*’

Studiet viste sig at vaere succesfuldt, og det kunne konkluderes at deres T7 bakteriofager fik evnen
til at angribe E.coli bakterier, som oprindeligt kun bliver bekeempet af T3 bakteriofager. T7 og T3
bakteriofager er begge E. Coli bakteriofager, men angriber hver deres stamme af E. Coli.*8
Bakteriofager modificeret med en anden bakteriofags hale og hale-fibre, fik altsd evnen til at kunne
benytte en ny type bakterie som vert. Det viste sig, at ved kun at &ndre péd bakteriofagens hale-
fibre, var det muligt at opné nye bindingssteder for bakteriofagen.*® Se figur [13].
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Trends in Microbiology
Figur 13, viser hvordan forskellige ligander binder sig til forskellige receptorer.*s
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4.8.2 CRISPR-CASS

Man kan programmere bakteriofager ved anvendelse af CRISPR/CAS9, da man gennem
CRISPR/CAS9 kan konstruere specifikke genomer og manipulerer gen ekspression.*” CAS9 er et
protein der har egenskaben til at klippe i DNA.** CRISPR har en bakteriel oprindelse og er en
beskyttelsesmekanisme nogle bakterier har overfor bakteriofager.** CRISPR star for Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats som er en beskrivelse af specifikke regioner af
bakterielt DNA.4*” CRISPR bestar af DNA og CAS9 proteinet. DNA et er opbygget af “repeats” og
“spacers”.*’ Repeats er korte identiske DNA-sekvenser, hvis formal er at indramme spacers.*’
Spacers er stykker af DNA fra en virus der tidligere har angrebet bakterien, og bruges til
genkendelse ved ny infektion.*” Nér en bakteriofag indsprejter sit DNA ind i bakteriecellen, bliver
DNA et kopieret og der dannes en ny spacer, som tilfgjes til CRISPR regionen.*” Nér bakteriofagen
naeste gang indsprejter bakterien med dette virus DNA sker der det, at bakterien danner gRNA fra
den nye spacer, via. translation, i CRISPR regionen. Det nydannede gRNA vejleder CAS9 proteinet
imod det indsprejtede DNA, hvor CAS-proteinet spalter det nye DNA og gRNA genkender en
gensekvens der senere kan udbyttes, fjernes eller modificeres.*

CRISPR metoden kan udferes, ved at indsatte et gRNA, CAS9 proteinet og en programmeret
DNA-sekvens ind i en celle.*” gRNA har den funktion at indikere den specifikke gensekvens i
DNA-molekylet der skal fjernes, hvorefter CAS9 proteinet klipper i den indikerede sekvens,
sekvensen erstattes efterfalgende med den programmerede DNA-sekvens.

4.8.2.1 Brugen af CRISPR til programmering af bakteriofager.

Gennem CRISPR og bakteriofager er man i stand til at gore antibiotika resistente bakterier,
sensitive overfor antibiotika igen.*” Temperede fager med et CRISPR-Cas system, der er designet til
at fjerne antibiotikaresistente plasmider. CRISPR-Cas systemet gor at bakterierne bliver resistente
over for lytiske fager.*’ Systemet forhindrer fremtidige resistente sekvenser opstar, da den allerede
kan genkende dem, og dermed reducerer spredningen af resistente bakterier. Efterfolgende benyttes
lytiske fager til at nedbryde de resterende bakterier der ikke har modtaget CRISPR-Cas systemet.*’

4.9 Fag terapi

Bakteriofagerne findes overalt i naturen og har rollen at kontrollere populationen af bakterier. I en
@ra hvor vi star over for et verdensomspandende problem, med fremkomsten og spredningen

af multi-resistente baktier, benyttes bakteriofager derfor mere og mere, som et alternativt
antibakterielt middel. Bakteriofag terapi er brugen af bakteriofager, til behandling mod bakterielle
infektioner i kroppen.®® Bakteriofager er mere pracise til, at angribe specifikke bakterier. Ved at
indsamle og isolere specifikke bakteriofager fra naturen, er det muligt at skabe et alternativt
antibakterielt middel mod resistente bakterier. >
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4.10 Bakteriofag biodistribution>?

Biodistribution af konventionelle stoffer som antibiotika, er fundet ved analyser af koncentrationer
af antibiotika i forskellige organer.

Distributionen af bakteriofager i kroppen athenger af hvor injektionen er givet. Injektionsvejen er
valgt ud fra formélet med den terapeutiske behandling. Eksempelvis, hvis der er tale om en
bakteriel infektion i maven, vil en oral dosering vere oplagt, da det er en direkte vej til maven. Hvis
der er tale om en bakteriel infektion i blodet eller et organ vil en intraperitonealt (i maven),
intramuskular (i en muskel) eller intravengs (i en bloddre) administration af bakteriofagerne vare
foretrukket. En intravenes injektion af bakteriofagerne vil give en hurtigere distribution

af bakteriofagerne, mens en oral dosering vil vare betydeligt langsommere.>

Et studie lavet af Geier et Al. 1972 med bakteriofag lambda, undersegte administrationen af virus i
forhold til forskellige injektions veje.”? Geier et Al. kunne ud fra sine forsgg, konkludere at der var
forholdsvis stor diversitet afhangig injektionsvejene. Hvis der gnskes den sterste koncentration
(malt i PFU) af bakteriofager i kroppen efter injektion, ville den mest oplagte metode vere at give
patienten behandlingen gennem intraperitoneal injektion. PFU er Plak formerende enheder, og
beskriver antallet af bakteriofager der kan skabe plak. Plak er felter af dede bakterier. F.eks. Ved
1000pfu/ul af en tilfzeldig virus oplesning, betyder det at 1ul oplesningen indeholder virusser nok
til at danne 1000 plaques.!

4.11 Isolering og identifikation af bakteriofag

Nér bakteriofager skal findes, er der mange forhold der medregnes. Der findes utallige méder
hvorpd, man kan isolere og identificere bakteriofager. Det vigtige man skal overveje, nar man
praver at udvinde bakteriofager, er hvilke formal man har med bakteriofagen.>

Nér der skal findes en bakteriofag der virker mod en specifik bakterie, vil der skulle testes mange,
da bakteriofager er meget specialiserede. Dette gores ved at udvinde en bakteriofag cocktail, fra en
naturen, der indeholder flere forskellige typer af bakteriofager. Denne cocktail fordeles i en
petriskal der indeholder den bakteriekultur der enskes at bekempe. Bakteriekulturen lever oven pa
et lag af agar i glasset. Agar er en blanding af polysakkaridet agarose og et heterogent mix af
forskellige mindre molekyler kaldet agaro pectin. Agar har en gele konsistens og er ideelt at bruge
til, at opretholde en bakteriekultur.>* Hvis der er bakteriofager tilstede der kan replikerer sig i
bakterien og efterfolgende dreebe den, vil det efterlade en plet i petriskdlen, hvor der ikke er levende
bakterier tilstede. De steder i petriskélen uden levende bakterier kan vi konkludere, der er en
matchende bakteriofag. Da vi gnsker at isolere bakteriofagen, kan vi forsigtigt benytte et tyndt
objekt til at skrabe en eller flere bakteriofager op. Bakteriofagerne flyttes videre til en bakteriofag
buffer, hvor de far lov til at replikere sig. Efterfolgende laves der forskellige koncentrationer af
bakteriofagerne. Der onskes at have en enkelt type bakteriofag til stede, og dette er ikke
nedvendigvis tilfeeldet ved nuvarende stadie. De forskellige koncentrationer laves ved at tage
forskellige ror med bakteriofag buffer, hvor der tilfejes en foregende mangde af den enskede
bakteriofag buffer til. De forskellige koncentrationer overfores til hver sin bakteriebestand. Der
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udvelges en petriskal der har pletter, og forseget udferes igen. Antallet af gange man udferer
forseget, oger chancen for at have en enkelt type bakteriofag tilstede.

Efter man har udvundet nok bakteriofager og fundet ud af hvilken type det er, er det naeste at isolere
det. For som sagt for, bliver bakteriofager udvundet gennem bakterier. Til dette bruger man en
centrifuge som adskiller bakterien fra bakteriofagen.> Bakteriofagen er nu isoleret. Den sidste
proces inden opbevaring er identifikation af bakteriofagen. Her bruges DNA sekvensering, som er
afleesning af koden i et bestemt stykke DNA. 3 53

For bakteriofager bruges mod infektioner hos mennesker, er det vigtig at undersoge potentialet af

disse organismer. De seneste drtier, er bakteriofager kommet i fokus igen og mange eksperimenter
er herved udfert.

5 Nuvaerende forskning inden for bakteriofager.

I dette afsnit vil vi forst prasentere nogle forseg, hvorefter vi kommer med en pastand, som vi
besvarer ud fra resultaterne fra forsegene.

5.1.1 Forsgg 1: Bakteriofag effektivitet i kyllinger.>®

Der isoleres en bakteriofag fra kloakvand. Der testes pa kyllinger der inficeres med E.coli i enten
hjernen eller benet. Honsene modtager bakteriofagerne intramuskulaert. Effektiviteten af
bakteriofagen bliver mélt i PFU og CFU. Dette forseg undersoger effektiviteten af bakteriofager ud
fra dosis, administrationsvej og alder pa kyllingerne.

5.1.2 Forsgg 2: Biodistribution af bakteriofager i mus.>?

Der undersoges distributionen af E.coli bakteriofager i kroppen, som overlevede hurtig elimination
af immunforsvaret. Der undersoges ogsé hvilken injektions metode, der fungerer bedst til
distributionen af bakteriofagerne. Der benyttes bakteriefri mus. Der gives en hgj koncentration af
bakteriofager, ved forskellige administrationsveje. Efterfolgende testes diverse dele af musen for
koncentration af bakteriofager.

5.1.3 Forsgg 3: Foskellige doser af bakteriofager i mus.>’

Grupper af mus en indsprgjtning med levedygtige organismer af E.coli, og en varierende dosis af en
bakteriofag R. Musene inddeles i to grupper, hvor halvdelen af grupperne far indsprejtninger
intramuskulart, og den anden halvdel intravengst. Forseget undersgger storrelsen af dosis
nedvendig for behandling af en bakteriel infektion i henholdsvis muskel og blodére®’
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5.1.4 Dosis og administrationsrute har store indflydelse pa virkning af bakteriofag
terapi.

Kyllingerne bliver indsprejtet i hjernen eller benet. Kyllingerne med den hejeste dose af
bakteriofager, overlevede alle sammen. Alle kyllinger dode uden behandling. Bakteriofagen har
altsd en hejere effektivitet ved brug af stor dosis.®

I forseg 1 viser det sig at nyudklekkede kyllinger har sterre sandsynlighed for at de ved
indsprejtning af E. Coli. i hjernen end tre uger gamle kyllinger. En bakteriel infektion i hjernen er
altséd mere skadelig end i en muskel

Forseggene viser at nedvendig dosis af bakteriofag cocktail athanger af placering af infektion.
Infektioner i hjernen kraver hojst dosis, i en muskel kreves mindre og i blodérer mindst. Dette
athenger dog af badde hvilken bakterie og bakteriofag der er geeldende. Det vises ogsa at 60% af
kyllingerne fra forseg 1 overlever, og 100% af musene fra forseg 3 der ved ens dosering af
bakteriofager. Dette kan skyldes at den type E. coli indsprejtet i musen er mere virulent, eller at
musen fik en lidt sterre mangde bakterier indsprejtet. Det er ogsd muligt kyllingen har et bedre
forsvar mod bakterien.>’8

Det er nedvendigt at benytte en vis dosis af bakteriofager for at opné en ensket effekt. Med en for
lille dosis, vil bakteriofagen have lille eller ingen effekt. I figur [14] ses det at alle musene med en
ikke tilstreekkelig maengde bakteriofager dede.

Dgde mus ud fra Dosis af bakteriofag
(Inficeret med 3*1077 CFU MW)

10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0

3*1072 3*¥1073 3*10M 3*1075 3*10"6 3*1077
Bakteriofag dosis (PFU)

Antal dgde mus ud af 10

®m Intramuskulaert M Intravengst

Figur 14, viser sammenhcengen mellem dosis af bakteriofager givet i muskel og i vene, over for
antal dodsfald af mus efter 10 dage.*
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De tilsatte bakteriofager i honsene forbliver i milten langere tid end andre steder i kroppen.®® Dette
ses ogsa i forsgg 2, der viser at uanset injektionsvejen vil koncentrationen af bakteriofager vere
hgjest i milten. Der ses ogsé at bakteriofagerne forbliver i milten 1 op til 5-7 dage. Folgende skyldes
miltens rolle inden for immunforsvaret. Der er en hej koncentration af bakterier i milten, grundet
miltens egenskab til at filtrerer blodet for affaldsstoffer. Bakteriofagerne har her flere bakterier at
replikerer sig i1 og vil derfor ophobe sig i milten, og koncentrationen af bakteriofager vil stige. Pa
figur [15] kan man se at koncentrationen i milten (spleen) er hojest.
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Figur 15 viser fordelingen af bakteriofager i forskellige organer over tid, ved forskellige
administrationsveje. A)i maven, B) i muskel C) i vene D) oral.>?

Efter 3 timers infektion indeholdt blodet betydeligt mere virus end i maven, ogsé selvom
bakteriofagerne var givet i maven. Dog efter 48 timer viste det sig at virussen var fjernet fra blodet
(mindre end 10 PFU ml”-1), lige meget hvordan bakteriofagerne var givet. Hvis bakteriofagerne
blev givet intramuskulert, viste det sig at de havde en mere uniform distribution i

organerne. Bakteriofagerne som blev givet intraperitonealt, gav generelt en vasentlig storre PFU 1

kroppen efter 3 timer (Samt den hejeste PFU i spleen). Folgende kunne skyldes bakteriofagerne,
forst var optaget i leveren og derefter milten.

Delkonklusion:

Specialiserede bakteriofager er effektive over for matchene bakterie.
Sterrelsen af dosis athanger af infektionen placering, og administration vejen af bakteriofagerne.
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5.2.1 Forsgg 4: Tiden mellem infektion og behandling.®°

I forseget inficeres mus med en E.coli stamme der er ekstremt virulent. Tiden mellem injektion

af bakterie og bakteriofag er henholdsvis 0, 8 og 16 timer. Der observeres efterfolgende
dedelighedsprocenten af musene inficeret med E.coli, der blev behandlet med Anti-K1 phages. Der
underspges sammenhangen mellem tid fra infektion til behandling, og dedelighed.

5.2.2 Forsgg 5: Behandling af knoglemarvsbetaendelse i kaniner.5?

I folgende forseg tages der udgangspunkt i infektion af S. aureus, i Kaniner. Kaninerne inddeles 1
tre grupper. Grupper A modtager ikke bakteriofager. Gruppe B og C gives en bakteriofag cocktail
efter henholdsvis 16 og 42 dage. Kaniner i gruppe C blev testet efter fjerde, femte og sjette uge.
Malet med dette forseg er at teste virkning af bakteriofag terapi, efter symptomer fra
knoglemarvsbetaendelse er néet.

5.2.3 Behandlingstiden er vigtig for effektiviteten af bakteriofagterapi.®?

Tiden mellem infektion og behandling har stor indflydelse pa effektiviteten af kuren. I forseg 4 ses
det, at dedelighedsprocenten bag mus inficeret med E. coli, der bliver behandlet med Anti-K1
bakteriofager er 1% ved gjeblikkelig behandling, 32% efter 8 timer og 94% ved 16 timer, som ses
pa figur [16]. Der er en klar sammenhang mellem tid til behandling og dedelighed af bakterien. Det
er altsd vigtigt med hurtigst mulig behandling efter en bakteriel infektion.>”
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Tid mellem infektion og behandling

Figur 16. Antallet af mus der dode efter 10 dage ved brug af forskellige bakteriofager, som
behandlingsform, ved forskellige tider efter E.coli infektion.>
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For antibiotikaresistente bakterier blev opdaget, var det ikke muligt at kurerer
knoglemarvsbetandelse i 100% af tilfzldene. Arsagen til dette kunne veere formationer af biofilm,
som ikke kunne nedbrydes grundet lave antibiotika koncentrationer i knoglevaev. Forseg 5 viste at
alle kaniner der modtog bakteriofag behandling blev gjort bakteriefri. Det viser at bakteriofager er
mere effektive mod biofilmsformationer.6!

Disse to forseg viser forskellige tendenser til vigtighed af tid mellem inficering og

behandling. Arsagen til dette kan vare virulens af bakterien benyttet i forsoget, og alvorlighed
af folgesymptomer. I forseg 4 benyttes en bakterie udvundet fra en baby med meningitis, denne
bakterie er ekstremt virulent, og har alvorlige folgesygdomme. Bakterien ma have en kort
inkubationstid, og man har derfor et kort behandlingsvindue. S. aureus benyttet i forseg 5

viste forst symptomer efter 6 uger og mé derfor have en laengere inkubationstid. Effektiviteten af
behandlingen i forhold til tid, m4 altsé athaenge af inkubationstiden af den specifikke

bakterie. Begge forseg viser lovende resultater inden for bakteriofag behandling af diverse
bakterier.%”-63

Delkonklusion:
Tid mellem infektion og behandling har en vesentlig rolle for effektiviteten af fagterapi.
En bakterie med en hurtigere inkubationstid, har er kortere behandlingsvindue.

5.3.1 Forspg 6: Effektivitet af antibiotika overfor en specialiseret bakteriofag

I et forseg inficeres mus intramuskulert med E. Coli og bliver efterfolgende behandlet
intramuskulart med enten et antibiotikum eller bakteriofag R. Behandlingen med antibiotika
begyndte efter 8 timer, og grupperne med 8 doser fik efterfolgende en dosis hver 12 time 1 4 dage.
Der blev givet en dosis bakteriofag R efter 8 timer.”” Formalet med forsgget er, at finde ud af
effektiviteten af forskellige antibiotika over for en specialiseret bakteriofag.

5.3.2 Forspg 7: Effektiviteten af en bakteriofag cocktail over for ampicillin

I folgende forseg blev 85 mus inficeret med en E. Coli oralt. Efterfolgende blev de opdelt i tre
grupper. Gruppe et var kontrolgruppen og modtog ingen bakteriofager. Gruppe to modtog en
bakteriofag cocktail. Gruppe tre modtog antibiotikummet ampicillin. Samtlige typer behandling
blev givet to gange dagligt i fire dage. Forseget underseggte en bakteriofag cocktail over for
ampicillin til nedkeempning af E. Coli *°
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5.3.3 Antibiotika og bakteriofager er lige effektive

Forseg 6 viser at Phage R har hejest effektivitet, da kun 7% af musene dede. Antibiotikummet
streptomycin er nesten lige sa effektiv ved 8 doser som Phage R, og har kun 10% dedsfald. I dette
tilfelde vil bakteriofag terapi altsd vaere en gyldig erstatning til antibiotika. bakteriofagen kraevede
kun en dosering, hvorimod antibiotika kraevede 8 doseringer over fire dage. Da replikation af
bakteriofager sker i1 bakterier, vil populationen af bakteriofager stige, indtil populationen af
bakterier er mindre end bakteriofager. Dvs. at bakteriofagerne til dels er selvdoserende. Alle andre
antibiotika viste lille eller ingen effekt over for E.coli bakterien. Effektiviteten af diverse
behandlinger kan ses pa figur [17].%7

Behandling Antal  Antal
doser dede mus
Extractof E.coli K12.K 1* | 28
Phage R(K12.K1%) 1 2
Streptomycin 1 29
Streptomycin 8 3
Tetracycline 1 23
Tetracycline 8 13
Ampicillin 1 30
Ampicillin 8 26
Chloramphenicol 1 30
Chloramphenicol 8 29
Trimethoprim and sulphafurazole 1 28
Trimethoprim and sulphafurazole 8 26

Figur 17. Antal dode mus efter injektion med bakterie i et ben og enten bakteriofag eller antibiotika
i det andet efter 8 timer>’

Forseg 7 viser at en bakteriofag cocktail, er lige sa effektiv som ampicillin, til nedbrydning af en
population af E. Coli bakterien. Ampicilin viste en signifikant negativ pavirkning af tarmfloraen.
Bakteriofag terapi vil derfor vare en oplagt behandlingsform for en bakteriel infektion mavetarm
kanalen.

Begge forsag viser at ved brug af den rigtige bakteriofag, vil behandlingen vere lige sa effektiv
som ved en antibiotika kur. Afbenyttelse af specialiserede bakteriofager pavirker ikke tarmfloraen
og vil derfor vaere en bedre losning hvis virkningseffekten er det samme som antibiotika.

Béde ampicillin og bakteriofagcocktailen har veret igennem klinisk test er godkendt leegemiddel af
FDA.

Delkonklusion

Bakteriofag terapi viser sig lige s effektivt, som det bedst egnede antibiotika i flere tilfzlde.
Bakteriofager er mindre skadende over for kroppens microflora.

32



:l'[‘ Roskilde Universitet

5.4 Forspg 8: Alternativ brug af bakteriofager til udvinding af nyt lazagemiddel.

En gruppe mus bliver inficeret af MRSA bakterier, og behandlet med klonet lysin.

Der blev udfert en vellykkede oprensning af et klonet lysin kodet fra en bakteriofag. Lysin

kan lyserer celler fra en raekke testede S. aureus-stammer, herunder methicillin-resistente

og vancomycin-resistente (VISA).

Den specifikke type lysin fra forsgget draber specifikt S. aureus og stammer heraf.

Lysin virkede i synergi med glycopeptid antibiotika mod VISA, og eliminerede effektivt MRSA.
Disse resultater indikerer, at lysin kan vare nyttigt som behandlingsform mod multiresistente
MRSA-infektioner, uden brug af antibiotika som supplement.

6. Diskussion

Pa baggrund af vores analyse vil vi diskutere fordele og ulemper ved bakteriofager. Diskussionen
har fokus pa resultaterne af forsegene, herunder administration, tid mellem behandling og infektion
samt en sammenligning mellem bakteriofager og antibiotikas effekt.

Ud fra teorien diskuteres ogsé vertsomrade, immunrespons og opbevaring af bakteriofager.

I diskussionen sammenlignes bakteriofager med antibiotika.

6.1 Fagterapi fordele og ulemper

For at danne overblik over bakteriofager som en helhed, diskuteres bakteriofagers fordele og
ulemper. Bakteriofagers fordele og ulemper er essentielle for at danne en evaluering om hvorvidt
bakteriofager er et godt alternativ.
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For at fa en bedre indblik pa forskellene mellem bakteriofager og antibiotika er der blevet lavet en
tabel med de mest relevante forskelle.

Antibiotika Bakteriofag

Resistens Bakterier kan gennem mutationer i Bakterier kan udvikle resistens overfor
deres gener udvikle resistens over for | bakteriofager, men bakteriofager kan ogsa
antibiotika. udvikle en mod resistens til bakterierne.

Veertsomrade | Har et starre vaertsomrade og virker Bakteriofagers vaertsomrade er mere
dermed pa flere bakterier. Ulempen snaever, hvilket gor den i stand til kun at
ved antibiotika er at den kan pavirke inficerer specifikke celler. Siden den har en
kroppens celler og immunforsvar. snaever veertsraekkevidde, pavirkes

kroppens celler ikke

Effekt pa Antibiotika interagerer med bakterien | Bakteriofager kan interagere med bakterien

bakterier ved at blokere bakteriernes evne til at | pa to mader. Ved den Iytiske cyklus
replikere eller ved at draebe den. replikeres bakteriofagen og cellen der. Ved

den lysogene cyklus, hvor bakteriofagen
integrerer sig ind i bakteriens genom.

Dossering Antibiotika kraever flere doseringer, da | Bakteriofager benytter bakterier til at
antibiotika ikke er i stand til at replikere. Det betyder, at bakteriofager kan
replikere sig, som bakteriofager kan. | selv dosere og har ikke brug for daglige

doseringer.

Immunforsvar | Ved antibiotika er chancen for Bakteriofager bliver set som et fremmed
immunrespons lavere, da antibiotika middel i kroppen. Bakteriofagers starre
ikke er en levende organisme starrelse er med til at provokerer

immunrespons, derfor vil kroppen forsgge
at neutralisere bakteriofagerne.

Opbevaring Opbevaring af antibiotika er relativt Bakteriofager kan maksimalt opbevares

nemt, eftersom antibiotika kan
opbevares pa mange forskellige
mader som fx. piller.

optil to uger uden for en bakteriecelle.
Bakteriofager er derfor besveerlige at
opbevare. Nedfrysning af bakteriofager i
bakterieceller er en form for opbevaring.

Omkostninger

Antibiotika har lavere omkostninger
ud fra at antibiotika er billiger at lave,
men udviklingen af nye antibiotika
haever priserne.

Nye bakteriofager skal analyseres i
laboratorier for at finde de rigtige
bakteriofager og bag efter godkendes. Det
gor at prisen for bakteriofagterapi er
ekstrem dyr med priser omkring 4000€

Godkendelse

Antibiotika er allerede udbredt og der
er adskillige godkendte antibiotika
ude pa markedet pa nuvaerende
tidspunkt, men nar det kommer til nye
antibiotika, skaber godkendelse
vanskeligheder, da det tager arevis
fer de godkendes.

Bakteriofager har mange vanskeligheder da
det er meget bakteriestamme specifikt. Der
skal bruges mange forskellige bakteriofager
til samme slaegt af bakterier og til forskellige
typer af bakterier, hvor hver af de brugte
bakteriofager skal have godkendelse og et
patent.
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6.1.1 Resistens

Antibiotikaresistens er ikke en barriere for bakteriofagens infektion af cellen. Bakterien har ikke et
holdbart forsvar imod bakteriofager. I nogle tilfalde har bakterien opbygget en resistens over for en
specifik bakteriofag. Bakteriofager kan udvikle sig parallelt med bakterier, og pd den méde omgé en
resistensmekanisme.®* Hvis bakterien udvikler resistens over for en specifik bakteriofag, vil det
potentielt veere muligt at benytte en lignende bakteriofag i stedet.>? Hvis bakterien udvikler resistens
ved at @ndre pa dens receptor, er det muligt at benytte en bakteriofag med en anden ligand. Det kan
enten vare en bakteriofag der angriber samme vert, eller ved bakteriofag programmering, i form af
udskiftning af bakteriofagens ligand.*®

6.1.2 Vaertsomrade

Bakteriofager kan inddeles i1 virulente og tempererede bakteriofager. Virulente bakteriofager
benytter sig kun af den lytiske cyklus, mens tempererede bakteriofager bdde benytter sig af den
lytiske og lysogene cyklus. Det er derfor oplagt at benytte virulente bakteriofager til bakteriofag
terapi. Temperede bakteriofager der benytter den lysogene cyklus, inkorporere deres genetiske
materiale ind i bakteriecellens genom. Dette kan skabe risiko for at bakteriofagen, medbringer
resistente gener til andre bakterier. Det er derfor bedre at bruge tempererede bakteriofager til
bakteriofag programmering frem for terapi.

En af de store forskelle mellem bakteriofager og antibiotika er deres vaertsraekkevide.
Bakteriofagers vartsgenkendelse er mere specifik, hvorimod antibiotika bade kan vaere specifik og
bredspektret. Bakteriofagers unikke egenskab til at angribe specifikke typer af bakterier, gor det
muligt for bakteriofager at angribe harmfulde bakterier, uden at skade kroppens bakterielle
mikroflora. Antibiotika er en mere bredspektret tilgang, sa man risikere at miste symbiotiske
tarmflora. Ved tab af tarmflora skabes der plads til nye bakterier og i nogle tilfaelde vil disse
bakterier veere skadelige for mennesket. Det vil sige at man med fordel kan bruge en specialiseret
bakteriofag, som et alternativ for antibiotika, idet behandlingen er lige sé effektiv.

Ved behandling af en uidentificeret bakterie, har antibiotika en fordel. Man kan ikke anvende
bakteriofagterapi, uden at vide hvilken bakterie man har med at gere, denne betingelse har
antibiotika ikke.

Nér man ser pa hvordan bakteriofager og antibiotika fungerer, er det tydeligt at hvis man har
identificeret bakterien pa forhénd eller hvis bakterien har udviklet resistens over for antibiotika, sa
er bakteriofagterapi et bedre alternativ i forhold til antibiotika.>? Nér en bakterie ikke er
identificeret, er antibiotika bedre at anvende fremfor bakteriofager.

Udvinding af bakteriofager, som virker mod resistente bakterie, i forhold til at finde en ny form for
antibiotika, tager mindre tid, i det bakteriofager har en sterre diversitet.®
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6.1.3 Dossering

Bakteriofager bruger bakterier til replikation. Dette gor at mangden af bakteriofager der bliver
produceret inde i kroppen, athenger af koncentrationen af bakterieceller. Der behaves kun en
dosering af bakteriofager da de replikerer sig i forbindelse med, at bakteriecelle bliver drabt.
Antibiotika har ogsé brug for flere dosseringer, fordi antibiotika er begranset med den dosis der er
givet. Den nedvendige mengde af antibiotika, athanger af mangden af bakterier i infektionen.

Hvis vi kender placeringen af infektionen, vil bakteriofager altsé vere den optimale
behandlingsmetode.

6.1.4 Immunforsvar

Kroppens immunforsvars egenskab, til hurtig elimination af virusser, er en barriere over for brugen
af bakteriofag terapi. Inmunforsvaret kan ikke kende forskel pa de gode bakteriofager og potentielt
farlige virusinfektioner i kroppen. Den hurtige elimination af bakteriofagerne i kroppen kan derfor
forklare, hvorfor vi pa nuvarende tidspunkt har haft begrenset succes, ved brug af bakteriofag
terapi mod infektionssygdomme. Det kan potentiel vaere muligt at bremse den hurtige elimination af
bakteriofager ved, at overvalde kroppens RES-system, eksempelvis med inaktive partikler s& som
Thorotras (thorium-dioxid) der undertrykker systemet.%® Problemet med thorotras er bare, at der er
tale om et meget radioaktivt stof, som markant eger risikoen for kraeft, og vil derfor vaere en meget
upraktisk vej.*® Ved nedsattelse af immunforsvaret, oger man risikoen for at f& andre
komplikationer.

Da vi ved fra tidligere at immunforsvaret svakkes under behandling med antibiotika.®’ Ville man
potentielt kunne benytte antibiotika i synergi med bakteriofager, for at nedsatte immunforsvaret, og
undga hurtigt elimination af bakteriofager.

6.1.5 Opbevaring

Antibiotika er et relativt nemt leegemiddel at producere og senere opbevare over langere tid.
Antibiotika findes pd mange forskellige former, eks. Pille form og injektion. Hvor et antibiotikum
pa pille form, kan have en holdbarhed pa optil 2-5 &r.®® Dette er dog ikke tilfeeldet for bakteriofager,
eftersom de uden for en bakterie-celle har en kort levetid. Der findes derfor pd nuvarende tidspunkt
ingen reel effektiv opbevaringsmetode af bakteriofager. Den mest effektive opbevaringsmetode for
bakteriofager, er nedfrysning af bakteriofagerne i en bakteriecelle.® Bakteriecellen vil nemlig
fungere som en form for beskyttelse for bakteriofagen under nedfrysning. Under optening af
bakteriofagerne vil bakteriofagerne undergé den lytiske cyklus og producere friske bakteriofager.
Folgende metode kraever at bakteriofagerne er under konstant nedfrysning ved —80 grader, og kan
derfor opbevares i flere ar. Opbevaring af bakteriofagerne, er dog ikke ligesé praktisk som pa pille
form eller vaeske.®’
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6.1.6 Omkostninger

Bakteriofagterapi er i dag meget dyrt, da det pd nuverende tidspunkt har heje omkostninger. I
gjeblikket er de eneste lande, hvor bakteriofagterapi er udbudt Polen, Rusland og Georgien.” Prisen
for bakteriofagterapi i Georgien varier fra 2500€ til 20000€ ifolge klinikken Phage therapy center.”®

I forhold til bakteriofager er antibiotika billiger. Bakteriofagterapi er en laengere proces, da det
kraever forberedelse, undersogelse af bakteriofager, anskaffelse af den udvalgte bakteriofag og
replikation af bakteriofagen. Ifelge klinikken Eliava Institute’! har en behandlings session med
bakteriofag terapi, der varer 14 dage, en omkostning pa 3900€. Omkostningen daekker for
medicinsk analyse, laboratorieanalyse, ansegninger til de bestemte fager, bestilling af de korrekte
bakteriofager eksklusiv 300€ per dag for selve terapisessionen. Dette har af betydning, at pd
nuvarende tidspunkt vil folk med et kritisk helbred, ikke kan na at fa behandlingen i tide.
Bakteriofag terapi er pd nuvarende stadie dyrt, i forhold til antibiotika, og derfor valges anden
nzvnte oftest.

6.1.7 Godkendelse

Nér det kommer til udvikling og godkendelse af ny medicin opstar der en lang raekke udfordringer, 1
form af godkendelser og sikkerhedsprotokoller, der er med til at sikre vores sikkerhed som
modtagere af ny medicin.

Bakteriofager er ofte meget bakteriestamme-specifikke. Dette gor, at klinikker bliver nedt til at
udvikle cocktails af flere bakteriofager til at behandle bakterielle infektioner. Hermed udvikler
bakterier sig og den samme stamme af bakterier kan vere forskellig fra land til land og endda fra
person til person. Derfor kan det blive nedvendigt at lave og opbevare bakteriofag cocktails i
“banker” til behandling af den samme bakterie.”? Disse banker er hele tiden nedt til at blive
opdateret med nye bakteriofager, i takt med at bakterier udvikler sig, for at kunne opretholde
relevans. Det er netop denne nedvendighed og afth@ngighed af banker og fornyelse af cocktails, der
gor reguleringstestning under de nuveerende regler i de fleste lande, bdde sverere og dyrere.”?

Netop pris og anvendelighed, er to faktorer der er med til at gore udbredt brug af bakteriofagterapi i
form af cocktails en udfordring set fra et regulativ og sikkerhedsmessigt synspunkt.”

En anden faktor i udbredelsen af bakteriofagterapi, er patentudstedelser. Det er udfordrende at fa et
patent pa “’levende organismer”. Det kan vare med til at besverliggere distributionen af
bakteriofager og bakteriofagterapi for farmaceutiske virksomheder, da det jo er i deres interesse at
have eksklusive rettigheder til deres produkt. Mangel pé patent, kan vere med til at afskreekke et
selskab fra at investere kapital.”
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Trods disse udfordringer bliver der stadigveek forsket i at anvende bakteriofager som
behandlingsform og sarligt proves der er finde veje udenom disse udfordringer, fx ved at bruge
lysin afledt af bakteriofager til at behandle bakterielle infektioner. I denne opgave har vi kigget pa
klonet lysin afledt fra bakteriofagen fMR11

Belejligt ved denne metode er, at man undgér arbejde med bakteriofag, som en virus, men i stedet
bruger en del af bakteriofagen til at angribe en bakterie. Dette kan have fordele, nér det kommer til
at godkendelser og sikkerhed men ogsa nar det kommer til at tage patent pa et middel.

6.2 Sikkerhed ved brug af bakteriofager

Bakteriofager er opbygget af komponenterne, proteiner og nukleinsyre, som anses sikrer.
Flere bakteriofagcocktail er FDA godkendt, og det ma derfor vare konkluderet at de ikke er
skadelige over for mennesker.

6.3 Bakteriofag terapi i fremtiden

Vi forestiller os at bakteriofag terapi, vil blive brugt pa danske hospitaler i fremtiden. Det vil ikke
blive muligt at fa det pa hdndkeb, da opbevaring af bakteriofager ikke tillader det. Vi tror brugen af
CRISPR i tempererede bakteriofager, vil blive mere udbredt, efter yderligere forskning. Brugen af
antibiotika og bakteriofager i sammenspil med hinanden, vil blive brugt til at behandle besverlige
resistente bakterier.
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7. Konklusion

Vi ser at specialiserede bakteriofager er effektive over for en matchene bakterie, som antibiotika.
Bakteriofagcocktails viser sig ogsé lige s effektive, som de bedst egnede antibiotika i flere tilfzlde.
Derfor kan vi konkluderer at bakteriofager har potentialet til, at kunne bruges som et alternativ til
antibiotika. Tiden mellem infektion og behandling har en vaesentlig rolle for effektiviteten af
fagterapi. En bakterie med en hurtigere inkubationstid, har en kortere behandlingsvindue. Derfor
kan vi konkludere at hurtig behandling af infektion er vigtigt, iser ved bakterier med en hurtig
inkubationstid. Sterrelsen af nedvendig dosis athanger af infektionens placering og
administrationsvejen af bakteriofagerne. Det er derfor nedvendigt at lokaliserer infektionen, inden
behandling med bakteriofager, for at f4 den optimale effekt. I modsatning til antibiotika er
bakteriofager s specialiseret, at de ingen pavirkning har pa kroppens naturlige flora. Nar en
bakterie ikke er identificeret, er det bedre at benytte antibiotika fremfor bakteriofager. Da
bakteriofager og antibiotika er cirka lige effektive over for bakterier, ville det vaere en bedre losning
at bruge bakteriofagterapi for, at undga resistens hos bakterier. En af arsagerne til at bakteriofager
ikke er mere udbredt, skyldes en tidskreevende proces, om kosteligt at fa det godkendt og vi allerede
har antibiotika der fungere i forvejen. Der er altsa bade fordele og ulemper ved brugen af
bakteriofager, men det er en mulig behandlingsform over for antibiotika resistente bakterier.
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8.Perspektivering

Tre andre tilgange til alternative behandlinger mod antibiotika resistens.

8.1 Nanoteknologi
I nyere tid, er man blevet mere opmerksom pa farerne ved resistente bakterier. Nye losninger imod
bakterier er nedvendige, for at undgé en mulig epidemi i den na@rmeste fremtid. I projektet har vi
fokuseret pd bakteriofager, som en lgsning for resistente bakterier. En anden losning vi kunne have
kigget pa, kunne vare nanoteknologi, herunder nanorobotter. Nanorobotter som et medicinsk
preparat, deler nogle samme egenskaber som bakteriofager.

Tilbage 1 2018 ved NanoEngineering, University of California USA, lavede man et forseg med
belaegning af nano guldledninger med hybrid cellevag, dannet af rade blodlegemer og blodplader.
Guldledningen var ikke braendstof athengig og kunne styres med ultralyd, ved en bestemt frekvens
og bestemt elektrisk spaending. Valget af den hybride celleveeg kommer af, at det ikke alene var
bakterieceller, men ogsa giftige proteiner man ville se en reaktion med. Celleveeggen kan bere pé
forskellige proteiner, der kan hjelpe med, at neutraliserer bdde bakterier og giftige proteiner. Deres
forseg havde mange vinkler pa brugen af nanorobotter. Ikke alene fokuserede forskerne pa, om det
var muligt at styrer dem, men ogsa interaktionen mellem nanorobotterne og bakterierne. Deres
forskning viste sig at vere succesfuld. De kunne styre nanorobotternes bevagelse, og paviste at det
var muligt for nanorobotterne at interagere med bakterierne. Forsegenes succes viste tydeligt
potentiale, til brug af nanorobotter mod bakterier. Man kunne viderebygge pa dette forseg, og
dernaest fokusere pa at tilfgje de rette proteiner til nanorobotterne, si de kan neutralisere resistente
bakterier. I forseget blev der brugt resistente bakterier, men det fremgar ikke, at disse celler blev
neutraliseret, men kun at bakterierne blev tiltrukket af nanorobotterne.’”

8.2 Endolysin

En anden tilgangsvinkel til vores problemstilling, kunne vere at se pa lysin (endolysin) afledt fra
bakteriofager til at behandle multiresistente bakterier. Endolysiner er enzymer, der anvendes af
bakteriofager ndr de afslutter deres replikationscyklus. Endolysin bruges til at nedbryde
peptidoglycan i cellevaeggen hvilket resulterer i cellelysering. Gram-positive bakterier har i deres
opbygning ikke en ydre membran ligesom gram-negative bakterier, hvilket resulterer i en blotlagt
cellemembran bestaende af peptidoglycan. Man kan derfor kun udnytte endolysin til at nedbryde
gram-positive bakterier.”

Lagemidler med endolysin er allerede tilgeengelig pa markedet, som en creme til hudinfektioner, og
forskere haber at skabe en pille eller en injekterbar version af enzymet inden for de kommende fem
ar.’s

Fordelen ved endolysin kunne vere at se pd godkendelse, da det i langt hojere grad er til at fa
godkendt et enzym frem for en virus(bakteriofag).”
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8.3 Brug af bakteriofager som biokontrol

Antibiotika som glycopeptides, cephalosporins, kan vare arsag til kolonisering af MRSA, som
skaber biofilm. Man bruger biocider til at drebe MRSA under rengering?’. Biofilm af MRSA
kraver en koncentration af biocider der er 100-1000 gange hgjere end enkelte bakterier?’. De fleste
antimikrobielle agenter er ikke i stand til at draebe biofilm. Det er estimeret af to milliarder
mennesker er beerer af S. aureus, hvoraf ca. 2,7% er MRSA?’. Der er hermed brug for en ny form
for behandling, af bide patienter der er inficeret, men ogsi en méde at stoppe dem i at blive
inficeret i forste omgang. Bakteriofager er en muliglesning pa problemet. Bakteriofager kan
benyttes i forbindelse med rengering, hvor de kan puttes i almindeligt rengeringsmiddel. Det er
muligt for bakteriofager at overleve pa overfladerne i l&ngere perioder, hvorefter de aktiveres nar
de kommer i1 kontakt med MRSA. Bakteriofager herer under klassen, naturlige antimikrobielle
kontrollerende agenter, og er anset som uskadelige over for mennesker og dyr?’.
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