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Sammandrag

Mycobacterium tuberculosis orsakar sjukdomen tuberkulos. Tuberkulos var, tack vare
antibiotikans ankomst, pa nedgang men i och med utvecklandet av resistens och i
kombination med HIV/AIDS har problemet idag 6kat igen och sjukdomen ar en av de storsta i
vérlden. M. tuberculosis har inneboende resistensmekanismer i sin ovanligt ogenomtréngliga
cellvéagg, effluxpumpar och subpopulationer av uthalliga och vilande bakterier. Forvarvad
resistens sker inte genom gendverforing utan endast genom anhopning av enskilda
mutationer. Tuberkulosbehandling &r pa grund av dessa, inneboende och forvéarvade, orsaker
svar och framforallt langvarig. Hoppet kanske dock vacks av de forsta nya
tuberkulosmedicinerna pa éver 40 ar, vilka eventuellt ocksa kan forkorta behandlingstiden.

Inledning

| tusentals ar har manniskor dott i tuberkulos och tyvarr dér manniskor &n idag av sjukdomen
(Hershkovitz et al. 2008). Man tror att upp emot tva miljoner dor varje ar och att en tredjedel
av varldens befolkning bér pa bakterien M. tuberculosis som orsakar tuberkulos
(Smittskyddsinstitutet 2010, WHO 2010a). Aven om en tredjedel av befolkningen bar pa
bakterien utvecklar inte alla sjukdomen. Mellan 5-10 % av de infekterade utvecklar aktiv
tuberkulos medan resten har sa kallad latent tuberkulos (Smittskyddsinstitutet 2010, WHO
2010a). Av dem som utvecklar aktiv tuberkulos gor de flesta det nagra ar efter det att de har
blivit infekterade av bakterien men risken for ateraktivering av vilande bakterier i lungorna
finns kvar hela livet (De Backer et al. 2006). Speciellt vid immunnedséttande sjukdomar som
HIV/AIDS okar risken for aktivering av bakterierna till aktiv sjukdom (De Becker et al. 2006,
Smittskyddsinstitutet 2010). | och med antibiotikans upptéckt kunde tuberkulos behandlas
och man trodde da att problemet var 16st (Carlson & Linder 2008). Behandlingen &r dock inte
problemfri och tar lang tid (Russell et al. 2010). Alarmerande &r ocksa att resistens mot alla
forstahandpreparat och flera andrahandpreparat for behandling av M. tuberculosis 6kar (WHO
2010 a). Sa trots antibiotika ar tuberkulos ett stort problem an idag.

Tuberkulos sprids via luften och det kan racka med sa lite som en bakterie for infektion
(Russell et al. 2010). Nar en person med aktiv tuberkulos i lungorna till exempel hostar, pratar

1



eller nyser sprids sma droppar i luften och i dem medféljer &ven M. tuberculosis (WHO
2010a). En person inandas sedan bakterien och eftersom bakterien kraver mycket syre drabbar
sjukdomen fradmst lungorna, men kan &ven spridas i resten av kroppen (Flynn & Chan 2001,
Smittskyddsinstitutet 2010). Nar bakterien nar lungorna fagocyteras den av makrofagerna i
alveolerna (Bloom & Murray 1992, Russell et al. 2010). Makrofagen tar sig sedan in i epitelet
i lungorna (Russell et al. 2010). M. tuberculosis forhindrar fusion mellan fagosom och
lysosom i makrofagen och bakterien elimineras darfor inte av kroppen (Flynn & Chan 2001).
Bakterien kan istéllet leva och fordka sig skyddat inne i makrofagen (Russell et al. 2010).
Mononukledra celler rekryteras sedan av den efterféljande inflammationen, vilket ger nya
celler for bakterien att leva fritt i och cellerna blir ocksa byggstenar for granulomat.
Granulomat ar karakteristiskt for sjukdomen (Russell et al. 2010). Makrofagerna
differentierar sig sedan till specialiserade celltyper och omringas av tuberkulosspecifika
lymfocyter, som i sig omringas av ett kalcifierat yttre (Bloom & Murray 1992, Russell et al.
2010). Bakterierna blir da instangda och troligen avstannar oftast replikationen vilket ger ett
stabilt antal bakterier (Russell et al. 2010). Latent tuberkulos &r just bakterier inkapslade av
granulomat vilka bildas av kroppens immunfdrsvar. Granulomat har dven blivit vaskulariserat
och celler rekryteras aktivt till det (Russell et al. 2010). Utvecklas aktiv sjukdom stangs inte
bakterierna inne i granulomat langre utan granulomat spricker och bakterier kan spridas fran
personens luftvagar och smitta andra (Russell et al. 2010). Hur M. tuberculosis dverlever i
makrofager och drar nytta av kroppens immunsvar &r av stort intresse men &mnet utvecklas
inte mer i denna Oversiktsartikel pa grund av platsbrist. Som start for ytterligare information
rekommenderas exempelvis Russell och kollegors éversiktsartikel Tuberculosis: What we
don’t know can, and does, hurt us” fran 2010.

M. tuberculosis &r en mycket langsamt véxande grampositiv bakterie (Flynn och Chan 2001).
Denna Oversiktsartikel ska titta narmare pa varfor tuberkulos ar sa svarbehandlat och hur
resistensutveckling sker hos M. tuberculosis? Vilka inneboende och foérvarvade mekanismer
har M. tuberculosis for att utveckla resistens mot alla dessa preparat? Eftersom tuberkulos ar
ett sa stort problem &r det viktigt att fa svar pa dessa fragor for att hitta nya behandlingsvagar.
Hur langt har egentligen forskningen kommit med nya mediciner?

Unik cellvagg

M. tuberculosis har en unik cellvagg som &r ovanligt ogenomtranglig, och detta bidrar till
resistensutvecklingen (Figur 1.) (Jarlier & Nikaido 1994). Cellvaggen bestar av peptidoglykan
men peptidoglykanet bestar inte av de vanliga N-acetylmuraminsyran (NAM) och N-
acetylglukosamin (NAG) utan av N-glykolylmuraminsyra (NGM) samt NAG (Jarlier &
Nikaido 1994, Brennan 2003, Carlson & Linder 2008). Ovanligt ar ocksa att upp till 60 % av
cellvaggens vikt bestar av lipider, majoriteten av dessa lipider ar den ovanligt langa
mykolsyan pa 60-90 kolatomer (Jarlier & Nikaido 1994). Peptidoglykan ar via en
fosfodiesterbindning bunden till arabinogalaktan (Jarlier & Nikaido 1994). Arabinosdelen &r i



cirka 10 % av fallen utbytt mot mykolsyra (Jarlier & Nikaido 1994). Det finns ocksa lipider
som inte ar kovalent bundna sasom trehalos-innehallande glykolipider (cord factor) och
glykopeptidolipider av olika langd som kompletterar mykolsyran (Brennan 2003). Olika grad
av tvarbindningar finns mellan diaminosyrorna i NAM hos de flesta bakterier (Carlson &
Linder 2008). Eftersom M. tuberculosis har NGM istéllet for NAM bildas inte bara
tvarbryggor mellan diaminosyrorna utan ocksa mellan en dipeptid och D-alanin (Brennan
2003). Tillsammans bildar peptidoglykan, arabinogalaktan och mykolsyra ett kovalent bundet
komplex (mAGP-komplex) som bildar cellvaggens kérna, sedan tillkommer fria lipider och
proteiner. | och med att mykolsyran &r kovalent bundet i mAGP-komplexet kan mykolsyran
inte rora sig i sidled vilket ger ett mycket ogenomtréngligt membran for M. tuberculosis
(Nikaido 1994, Brennan 2003). Eftersom mykolsyran som bygger upp yttermembranet &r
exceptionellt 1ang blir membranet ocksa ovanligt tjockt, tjockleken i sig bidrar till
ogenomtrangligheten (Niederweis 2003). Mykolsyra &r pa grund av sina sidokedjor aven
mycket hydrofob vilket gor det svart for vattenlosliga &mnen att tranga in i cellvaggen. Pa
grund av detta kan M. tuberculosis inte gramfargas utan syrafast fargning far istallet anvandas
(Carlson & Linder 2008).
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Figur 1. Cellvdgg hos M. tuberculosis. De fria lipiderna ar trehalos-innehallande glykolipider och
glykopeptidolipider av olika l&ngd, for att komplettera mykolsyran (Figur omritad efter Jarlier & Nikaido 1994).



Antibiotika och resistens

Dagens sjukvardsstandard &ar beroende av antibiotikans selektiva verkan pa bakterier (Skold
2006, Carlson & Linder 2008). Antibiotika kan sagas verka pa fyra olika sétt (Carlson &
Linder 2008). Det kan verka pa cellvaggssyntes, proteinsyntes, nukleinsyrasyntes eller
folsyrametabolism. Isoniazid (INH), rifampicin (RIF), pyrazinamid (PZA), etambutol (EMB)
och streptomycin (SM) ar forstahandspreparat vid behandling av tuberkulos (Shi & Sugawara
2010). Om det uppstar resistens eller patienten inte tal en eller flera av dessa mediciner
kompletteras dessa med andrahandsval, vilka dock har samre effekt eller varre biverkningar
(RAF 2008, Shi & Sugawara 2010, WHO 2010b). Andrahandsvalen &r para-amino-salicylsyra
(PAS), kanamycin, fluorokinoloner (FQ), capreomycin, ethionamid, amikacin och cykloserin.
INH, PZA, EMB, PAS och ethionamid verkar specifikt mot M. tuberculosis eller andra
mykobakterier, vilket ger en specifik verkan och resistensutveckling for dessa preparat pa just
M. tuberculosis. Antibiotika med bredare verkan sasom RIF, SM, kanamycin, FQ,
capreomycin, amikacin och cykloserin har samma verkan och resistensutveckling dven i andra
bakterier, forutom M. tuberculosis (Zhang 2005).

Resistensutvecklingen ar ett stort hot mot sjukvardsstandarden och tuberkulos &r ett
orovackande exempel (Skold 2006). Resistens kan ocksa delas upp i huvudmekanismer (Li &
Nikaido 2009). Medicinen kan modifieras, inaktiveras eller misslyckas att aktiveras till den
aktivt verkande molekylen. Malet for antibiotikan kan &ndras eller ackumulering av
medicinen minska pa grund av minskad permeabilitet eller okat utfléde. Resistens kan
antingen vara en naturlig eller forvarvad egenskap hos bakterien och flera mekanismer kan
verka synergistiskt for att forstarka resistens (De Rossi et al. 2005). Multiresistenta M.
tuberculosis ar resistenta mot atminstone INH och RIF (WHO 2010a). Multiresistenta
stammar gar att behandla men det kan ta upp emot tva ar och eftersom behandlingen ocksa
sker med andrahandspreparat kan flera biverkningar uppkomma (WHO 2010a). Pa senare tid
har dven extremt multiresistenta stammar utvecklats, vilket &r stammar, som forutom resistens
mot INH och RIF, ocksa &r resistenta mot en fluorokinolon och minst ett injicerbart
andrahandspreparat, sa som amikacin, kanamycin och/eller capreomycin (WHO 2010b). 3,6
% av tuberkulosfallen i vérlden rapporteras av WHO (2010b) vara multiresistenta, av dessa ar
i sin tur 5,4 % extremt multiresistenta.

Specifika forvarvade resistensmekanismer

Forvarvat forsvar kan fas antingen genom mutation eller genom gendverforing av
resistensgener. Hos Mykobakterier kanner man inte till ndgon gendverforing mellan bakterier
(Shinnick et al. 1995). Resistensutvecklingen har darfor forvarvats genom ackumulation av
enskilda mutationer (Morris & Rouse 1996, Wade & Zhang 2004, De Rossi et al. 2005).
Nedan beskrivs de vanligaste tuberkulospreparaten, deras verkningsmekanism och
resistensutvecklingsmekanismer (Tabell 1.).



Tabell 1. Tuberkulosmediciners mal vid verkan samt gener involverade i resistansutveckling, oftast pa grund av
mutation.

Gen involverad i

Medicin Verkningsmekanism resistansutveckling
Isoniazid Mykolsyrasyntes inhA, katG
Rifampicin DNA transkription rpoB
Pyrazinamid Membrantransport eller fettsyrasyntes pncA
Etambutol Arabinogalaktansyntes embCAB operonet
Streptomycin Proteinsyntes rpsL, rrs, gidB
Fluorokinolon Supercoiling gyrA, gyrB
Ethionamid Mykolsyrasyntes inhA, eraR
Makrolider Proteinsyntes ermMt
Betalaktamer Cellvéaggssyntes blaC

Tabellen har skapats med hjalp av foljande referenser: Takayama et al. 1972, Takayama & Kilburn 1989, Zhang

et al. 1992, Banerjee et al. 1994, Scorpio & Zhang 1996, DeBarber et al. 2000, Ginsburg et al. 2003, Buriankova
et al. 2004, Wade & Zhang 2004, Flores et al. 2005, Zhang 2005, Plinke et al. 2006, Skéld 2006, Vilcheze et al.

2006, Ngo et al. 2007, Okamoto et al. 2007, RAF 2008.

Isoniazid (INH)

Katalas-peroxidas skyddar M. tuberculosis mot oxider men aktiverar ocksa INH till den aktiva
och mycket reaktiva foreningen isonikotinsyrehydrazid, som framst paverkar
mykolsyrasyntesen (Takayama et al. 1972, Skold 2006). Vid mutation i katG, genen som
kodar for katalas-peroxidas, uppstar resistens pa grund av ett mindre effektivt enzym (Zhang
et al. 1992). Om enzymet &r ineffektivt aktiveras medicinen samre och kan inte verka pa
acylbérar-proteinreduktas, kodat av inhA (Banerjee et al. 1994, Zhang 2005, RAF 2008). Vid
mutation i inhA uppstar ocksa resistens mot INH (Vilcheze et al. 2006). Detta eftersom malet
ar detta enzym involverat i mykolsyrasyntesen och via mutation i inhA forandras enzymet.
INH verkar endast mot aktivt metaboliserande bakterier (Zhang 2005). Mutation i katG &r den
vanligaste orsaken till resistens men det finns flera mindre vanliga orsaker och dven resistenta
stammar utan forklarade mekanismer (Wade & Zhang 2004).

Rifampicin (RIF)
RIF binder till B-underenheten i RNA-polymeras vilket forhindrar RNA-syntes och darmed
transkription av DNA (Skold 2006). Resistens mot RIF orsakas i 96 % av fallen av en
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mutation i rpoB som kodar for B-underenheten hos M. tuberculosis stammar (Wade & Zhang
2004, RAF 2008). RIF dodar framforallt aktivt metaboliserande bakterier men till viss del
aven aldre vilande bakterier (Wade & Zhang 2004).

Pyrazinamid (PZA)

PZA tros antingen verka genom att inhibera fettsyrasyntetas 1 som kravs for fettsyrasyntes
eller genom att paverka membrantransport (Ngo et al. 2007, RAF 2008). PZA maste for att ge
verkan aktiveras till pyrazinoinsyra (POA) av pyrazinamidas, sker darfor mutation i pncA,
genen som kodar fér pyrazinamidas ges resistens (Scorpio & Zhang 1996, Wade & Zhang
2004). 97 % av de PZA-resistenta stammarna har en mutation i pncA (Scorpio & Zhang
1996). Antalet olika mutationer i pncA &ar ovanligt manga. Forklaringen till detta kan finnas i
att genen inte &r livsnodvandig, vilket inte ger samma trade-off (kompromiss) vid
resistensutveckling (Wade & Zhang 2004). PZA omvandlas till POA vid laga pH och verkar
darfor bast under laga pH (Wade & Zhang 2004). Raynaud och kollegor (1999) har sett att
PZA tas upp i cellen via en ATP driven mekanism, denna mekanism har fran borjan troligen
utvecklats for att ta upp nikotinamid. Raynaud och kollegor (1999) visade ocksa att resistens
kan uppsta vid forsamrat upptag av PZA. PZA verkar framfGrallt pa aldre vilande bakterier,
vilket gor den bra att ha i antibiotikacocktailen da den kan forkorta behandlingstiden (Zhang
et al. 2002).

Etambutol (EMB)

EMB stor arabinogalaktansyntesen och det troliga malet &r arabinosyltransferas kodat av
embB (Takayama & Kilburn 1989, Zhang 2005). Majoriteten av EMB-resistenta bakterier har
en mutation i embCAB-operonet, framforallt i embB (Wade & Zhang 2004, Plinke et al. 2006,
RAF 2008). EMB verkar endast pa aktivt delande bakterier (Zhang 2005).

Streptomycin (SM)

SM verkar genom att binda till 30S-subenheten i ribosomen, detta inhiberar proteinsyntesen
eftersom mRNA lases felaktigt (Skold 2006). Vid mutation i rpsL eller rrs, som kodar for
S12-proteinet respektive 16S-proteinet, uppstar resistens. Mutationer i rpsL och rrs svarar for
70-75 % av isolerade streptomycinresistenta stammar (Wade & Zhang 2004). Resistens vid
laga koncentrationer av streptomycin verkar till storsta delen bero pa mutation i gidB som
kodar for ett metyltransferas (Okamoto et al. 2007). Vid mutation kan metyltransferaset inte
langre metylera rRNA och resistens uppkommer. SM var den forsta tuberkulosmedicinen och
da den inte gavs tillsammans med annan antibiotika uppstod hog grad av resistensutveckling
(Wade & Zhang 2004). Aktivt delande bakterier &r troligen de enda som paverkas av SM
(Wade & Zhang 2004).



Fluorokinolon (FQ)

FQs mal i cellen &r DNA-gyras, vilket forhindrar supercoiling (superspiralisering) av DNA
(Skold 2006). Resistens beror framst pa mutation i gyrA men vid mutation i gyrA och gyrB
ges hogre resistens och multipla mutationer i gyrA ger hogst resistens (Ginsburg et al. 2003).
Resistens for en FQ kan ge korsresistens for andra FQ (Wade & Zhang 2004).

Ethionamid

Ethionamid maste aktiveras av monooxygenas/EtaA for att verka och efter flera
aktiveringssteg bildas en produkt snarlik isonikotinsyrehydrazid (DeBarber et al. 2000, Wade
& Zhang 2004). Ethionamidprodukten inhiberar sedan, precis som INH, acylbéarar-
proteinreduktas och stor mykolsyrasyntesen (DeBarber et al. 2000). Resistens kan uppkomma
vid induktion av EtaR som reglerar etaA negativt, men om EtaR istéllet induceras ges
hypersensivitet (DeBarber et al. 2000). Resistens kan liksom med INH dven utvecklas vid
mutation av inhA, vilket &r logiskt med tanke pa att de aktiva produkterna fran INH och
ethionamid &r snarlika (Banerjee et al. 1994). Ethionamid &r ett andrahandspreparat men
verkar dven mot multiresistenta stammar (Wade & Zhang 2004).

Inneboende resistensmekanism

Det naturliga forsvaret hos M. tuberculosis tros dels bero pa den unika cellvaggen som en
ogenomtranglig barriar och dels pa aktivt utpumpande av specifika eller strukturellt olika
antibiotika (Ryan et al. 2001, De Rossi et al. 2005). Beror resistensutvecklingen pa en
inneboende egenskap ar alla bakterier inom arten, till exempel M. tuberculosis, resistenta
sdvida inte en mutation t andra héllet sker (De Rossi et al. 2005). Aven om M. tuberculosis
cellvéagg &r sa pass ogenomtranglig sa kommer en viss mangd av sma molekyler anda na
cytoplasman (Nikaido 1994). Da kompletterar och/eller forstarker effluxpumpar
resistensutvecklingen och en stor del av den resistens som inte forklaras med mutationer kan
forklaras med effluxpumpar (Wade & Zhang 2004). En inneboende mekanism for resistens ar
den tidigare forklarade ogenomtrangliga cellvdaggen vilken darfor inte diskuteras vidare.

Specifikt inneboende resistens mekanism

Makrolider verkar genom att binda till 23S-RNA kedjan i 50S-partikeln i ribosomen och
proteinsyntes hammas da (Skold 2006). ErmMt &r ett rRNA metyltransferas som metylerar en
adeninrest i 23S-RNA kedjan vilket ger resistens fér makrolider (Tabell 1.) (Buriankova et al.
2004, Skold 2006). Linkosamider och streptograminer &r tva antibiotika som trots stora
strukturella olikheter har samma verkan och resistensutveckling som makrolider (Skéld
2006). Genom att M. tuberculosis har enzymet ErmMt ges darfor inte bara resistens for
makrolider utan ocksa for linkosamider och streptograminer (Buriankova et al. 2004).



Betalaktamer ar ineffektiva mot M.tuberculosis da de snabbt hydrolyseras av BlaC, en
ambler-betalaktamas, som kodas av blaC. Flores och kollegor (2005) har i forsok slagit ut
blaC och da blev M. tuberculosis mer kanslig for betalaktamer (Tabell 1.).

Effluxpumpar

Effluxpumpar &r mebranbundna proteiner som aktivt pumpar ut &mnen, déribland antibiotika
(Nikaido 1994, De Rossi et al. 2005). Effluxpumparna &r oftast inte specifika utan verkar mot
ett brett spektrum av &mnen och antibiotika vilket mojliggor for bakterien att undga
antibiotikabehandlingen (Nikaido 1994, De Rossi et al. 2005). Resistens via effluxpumpar
kan ske genom mutation i gener som reglerar effluxpumparna, vilket ger induktion av
effluxpumpen och effektivare utpumpning eller induktion pa transkription via antibiotika (De
Rossi et al. 2005).

Jiang och kollegor undersgkte 2008 om induktion, via INH och RIF, av fem effluxpumpar
kunde resultera i resistens pa 1499, en vanlig stam i Kina. De fann att Rv0783c hade en
mycket hogre aktivitet an de fyra andra effluxpumparna, men inducerades inte av nagon av
medicinerna. Mojligen & Rv0738c en inneboende resistensmekanism, genom konstant
utpumpning, men vidare forsok behdvs. Rv1410c och Rv1258c, som kodar for P55- respektive
Tap-proteinerna, inducerades av bada medicinerna vilket kan vara en mekanism bakom
resistens for dessa mediciner. Aven Rv1819c och Rv2136¢ inducerades men bara av INH
respektive rifampicin. Jiang och kollegor drog saledes slutsatsen att inducering av
effluxpumpar kan vara en mekanism involverad i multiresistens, kanske bade genom
inneboende och genom forvérvad resistens (Jiang et al. 2008).

P55-effluxpumpen styrs av membranpotentialen och &r viktig for tillvaxt och vid oxidativt
stress. Den har ocksa en funktion i utpumpningen av ett brett spektrum av mediciner sasom
rifampicin, vilket ger naturlig resistens. Vid mutation i genen Rv1410c som kodar for P55-
pumpen var bakterien mer kénslig for bland annat rifampicin (Silva et al. 2001, Ramdn-
Garcia et al. 2009).

Forsok har pavisat att vid behandling med etambutol uppstod resistens mot etambutol och
INH (Srivastava et al. 2010). Detta kan forklaras med att ett antibiotikum kan inducera en
effluxpump med brett spektrum. Det kan ocksa forklaras med att antibiotikumet inducerar inte
bara en utan flera effluxpumpar (Srivastava et al. 2010). Sa har till exempel visats for whiB7
vid tetracyklinbehandling (Morris et al. 2005, Srivastava et al. 2010). whiB7 ar en gen som
reglerar flera antibiotikaresistensgener: Rv1258 som kodar for en Tap-liknande effluxpump
som ger resistens mot tetracyklin, Rv1273 som kodar for en ABC-transportdr for makrolider
samt erm som kan ge resistens mot makrolider, linokosamider och streptograminer (Ainsa et
al. 1998, Morris et al. 2005, Srivastava et al. 2010). whiB7 inducerades av laga doser av
antibiotika men ocksa av fettsyror (Morris et al. 2005). M. tuberculosis delar whiB7-genen
med beslaktade Streptomyces som producerar mycket av den antibiotika som anvands idag
(Morris et al. 2005).



En viktig forsvarsmekanism hos M. tuberculosis verkar saledes vara att effluxpumpar, som
kan transportera dmnen med olika struktur ut ur cellen, induceras av antibiotika (Srivastava et
al. 2010). Srivastava och kollegor (2010) foreslog, med sina egna och andras experiment
bakom sig, en modell fér multiresistens hos M. tuberculosis. Ett antibiotikum inducerar en
effluxpump vilket leder till viss resistens. Bakterien har da stérre mojlighet och langre tid pa
sig att replikera sig sjalv vilket ger méjlighet till en mutation resulterande i specifik resistens.
Denna specifika mutation ger troligen en Io6nsammare trade-off for bakterien, vilket kan
betyda att resistens for mer &n en antibiotika inte bara uppstar via multipla mutationer utan via
en effluxpump som transporterar mer &n ett antibiotikum. Modellen har inte bevisats men
dven om sa skulle ske utesluter det inte andra mekanismer. Andra mekanismer kan
exempelvis vara mutationer i gener involverade i DNA reparation, vilket kan leda till
hypermutationsutveckling.

Ofdrklarade resistensmekanismer

McCune och kollegor (1956) behandlade M. tuberculosis i mdss med mediciner enskilt och i
olika kombinationer. Trots att det sdg ut som om bakterierna eliminerades Gverlevde vissa
bakterier behandlingen, men vid vidare in vitro-behandling var dessa bakterier anda kansliga
for INH och PZA. Bakterierna hade alltsa inte 6verlevt pa grund av mutationsresistens utan
resistensmekanismen ar okand. Férutom dessa vilande bakterier kan aven okénda
resistensmekanismer hos M. tuberculosis ses hos sa kallade uthalliga bakterier (Wade &
Zhang 2004). Dessa uthalliga bakterier dverlever trots behandling i den exponentiella
tillvaxtfasen. Troligen spelar dessa okénda resistensmekanismer in i den langvariga
behandlingen av tuberkulos (Wade & Zhang 2004).

Framtidens tuberkulosmediciner?

Inga nya mediciner har utvecklats mot tuberkulos pa fyrtio ar men med 6kad forskning
hoppas man att nya och snabbare mediciner snart ska komma (Zhang 2005). Inga mediciner
for vilande bakterier finns heller idag vilket hade varit ett stort framsteg i behandlingen av
tuberkulos (Zhang 2005).

PA-824 (Nitroimidazo-oxazine) genomgar fas I1-medicinska provningar (TB alliance 2010).
Preparatet har en unik mekanism som paverkar biosyntesen av lipider i cellvaggen och maste
aktiveras till den aktiva molekylen. Aktiviteten hos PA-824 ser ut att motsvara INH och RIF
men preparatet tros dven verka pa resistenta stammar och icke replikerande subpopulationer.
Inga farliga bieffekter har upptéckts och inte heller ndgon korsresistens. PA-824 ar en medicin
som ger hopp om att inte bara kunna behandla multiresistenta och vilande bakterier utan aven
om att kunna férkorta behandlingstiden. OPC-67683 (Nitro-dihydro-imidazooxazole) ar
strukturellt beslaktad med PA-824 och genomgar aven det fas |1-tester. OPC-67683 ser ocksa



ut att ha hog aktivitet mot multiresistenta stammar och utan farliga bieffekter (Zhang 2005,
Shi & Sugawara 2010).

TMC 207 (Diaryl ginoline) genomgar likasa den fas Il-tester (TB alliance 2010). TMC 207
verkar pa det helt nya malet FOF1-proton ATP-syntas, vilket troligen ar ett livsnodvandigt
enzym for M. tuberculosis. Medicinen kan antagligen ge en kortare behandlingstid men
resistens har setts vid mutation i atpE vilket kodar for en subenhet i FOF1-proton ATP-
syntaset. Resistensmekanismer som varken kan forklaras av mutation i FO- eller F1-ATP-
syntasen maste dock ocksa finnas. Synergism med PZA har setts. TMC 207 har lang
halveringstid och tros kunna forkorta behandlingstiden om det godké&nns som
tuberkulosmedicin. Nagra farliga bieffekter verkar inte finnas men illamaende har setts (Shi &
Sugawara 2010).

Moxifloxacin (MXF) och gatifloxacin ar fluorokinoloner som genomgar fas 111-medicinska
tester. Da de ar fluorokinoloner verkar de genom att inhibera DNA-gyras vilket forhindrar
supercoiling. Man har sett korsresistens mellan de bada preparaten men inte med andra
mediciner. Aktiviteten dverensstammer med INH och en kombination av MXF-RIF-PZA
hade storre verkan an INH-RIF-PZA. MXF verkar troligen darfor pa subpopulationer som inte
paverkas av INH, detsamma ar aven troligt for RIF (Zhang 2005, Shi & Sugawara 2010).

SQ109 &r ett derivat fran etambutol men med ungefar samma aktivitet som INH, alltsa hdgre
an etambutol. Preparatet verkar ha synergistisk effekt med RIF (dven pa RIF-resistenta
stammar) och INH, additativ effekt med streptomycin men verkar inte paverka effekten av
EMB och PZA. Medicinen ar under medicinsk prévning (Shi & Sugawara 2010).

Linezolid &r ett preparat som blivit godkant for behandling av grampositiva bakterier men
annu inte for tuberkulos. Preparatet, som utvecklats av Pharmacia, binder till 50S-enheten och
hindrar proteinsyntesen. Denna inhibition av ribosomal proteinsyntes &r en unik
verkningsmekanism. Bioavilibiliteten ar hdg men vissa bieffekter, sasom anemi, har setts
(Zhang 2005, Sugawara 2010).

Diskussion

Det vanligaste sattet for bakterier att forvarva resistens ar via gendverfoéring och de flesta
bakterier har relativt nyforvarvat DNA i sitt genom (Normark & Normark 2002, Alekshun &
Levy 2007). Ovanligt &r darfor att gendverforing hos M. tuberculosis verkar vara av minimal
betydelse, om ens det, vid resistensutveckling (Shinnick et al. 1995). Ackumulation av
enskilda specifika mutationer ar istéallet bakteriens satt att forvarva resistens (Morris & Rouse
1996, Wade & Zhang 2004, De Rossi et al. 2005). Eftersom mutationer ackumulerats pa detta
satt borde forskning mot nya mediciner fokusera pa helt nya mal. Exempelvis TMC207, som
verkar pa det nyligen identifierade malet FOF1-proton ATP-syntas, tycks lovande.
Gendverforing ar ovanligt inte bara hos M. tuberculosis utan hos alla Aktinobakterier. Nagra
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exempel pa genoverforing finns dock. Diskussion har aven forts huruvida horisontell
gendverforing, av ett virulensoperon viktigt vid patogenes, har skett hos Mycobacterium
prototuberculosis, en anfader till M. tuberculosis (Ventura et al. 2007). Detta enda exempel
pa mojlig gendverforing hos M. tuberculosis visar pa en fordel ur manniskans synvinkel.
Endast resistens som forvarvas via gendverforing kan spridas vidare till andra bakterier
(Normark & Normark 2002). M. tuberculosis imponerande sétt att forvarva resistens via
mutationer, istéllet for via gendverforing, kan darfor ses som fordelaktigt da denna
framgangsrika bakterie troligen inte for dessa gener vidare till andra bakterier.

Viktigt att tanka pa ar hur mutationen som ger resistens uppstar (Normark & Normark 2002).
Uppstar resistens via inaktivering av en gen ar mutationsfrekvensen hogre an om genen maste
andras till att fortfarande koda for ett protein med samma funktion. Den ytterst hoga
mutationsfrekvensen i pncA kan med detta resonemang forklaras med att genen inte ar
livsnodvandig. Aven om en fungerande genprodukt méaste bildas, kanske en mindre
funktionell produkt tolereras som trade-off. Resistens hos M. tuberculosis sker framforallt
genom modifiering av malorganet eller enzymet som aktiverar antibiotikan. Da malorganet
och enzymet oftast &r livsnodvandigt borde det betyda en lagre mutationsfrekvens med ovan
resonemang. Att M. tuberculosis trots detta har en sa pass hog mutationsfrekvens tyder pa
avsevard framgang. Hur ofta mutation for resistensutveckling sker beror ocksa pa bakterien
och om den har en mutationsbendgen fenotyp (Normark & Normark 2002). Kan M.
tuberculosis vara extra mutationsbenagen pa grund av ett samre DNA-reparationssystem?
Detta kan vara en bidragande faktor till s& pass manga ackumulerade enskilda mutationer.
Den hoga graden av multiresistens kan ocksa kopplas till M. tuberculosis hoga
mutationsfrekvens. Hos M. tuberculosis ges multiresistens av enskilda multipla mutationer
istallet for gendverforing av ett kluster av gener. Fluorokinolon ar ett exempel pa hur stegvis
okning av resistens sker via flera efterféljande mutationer som dven kan ses hos M.
tuberculosis. Detta visar att man maste se allvarligt aven pa lagre resistensutveckling da den
successivt kan leda till en hogre (Normark & Normark 2002).

Aven om de flesta bakterier har effluxpumpar ger detta i sig inget inneboende forsvar, utan
oftast behdvs en mutation vilket inducerar pumpen (Normark & Normark 2002). Hos M.
tuberculosis har man sett att mutationer har inducerat effluxpumpar men éven vissa resultat
som kan antyda en inneboende forsvarsmekanism i Rv0738c. Da effluxpumpar spelar en roll i
resistensutveckling, kanske mer dan man forut trott, ar effluxpump inhibitorer ett nytt omrade
for forskning pa nya mediciner (Nikaido 1994, De Rossi et al. 2005, Jiang et al. 2008).
Speciellt effluxpumpar, som Klarar av utpumpning av strukturellt olika &mnen, ar viktiga att
inhibera. Detta da inhibition av en sadan pump skulle verka pa flera olika antibiotika och
darmed multiresistens. Intressant ar ocksa att effluxpumparna verkar vara relativt
konserverade hos manga humana patogener (Normark & Normark 2002). S inte bara i fallet
av M. tuberculosis utan dven utvidgat till andra bakterier kan detta vara ett bra mal for nya
mediciner.

Pseudomonas aeruginosa som har ett ovanligt starkt inneboende forsvar har en del likheter
med M. tuberculosis. Bada har ett ovanligt ogenomtrangligt membran, 3-laktamas och P.
aeruginosa har naturliga effluxpumpar for ett brett spektrum av @mnen medan M. tuberculosis
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troligen bade har inneboende och forvarvade effluxpumpar. (Normark & Normark 2002). M.
tuberculosis har &ven inneboende forsvar i degraderande eller inaktiverande enzymer till
skillnad fran P. aeruginosa (Normark & Normark 2002). Sa om M. tuberculosis i likhet med
P. aeruginosa har ett starkt inneboende forsvar forstarks det bara av dven ett stark férvarvat
forsvar mot antibiotika.

M. tuberculosis delar whiB7 med Streptomyces, bada slaktingar inom gruppen
Aktinobakterier (Morris et al. 2005). Eftersom M. tuberculosis inte verkar ha nagon
gendverforing borde genen ha funnits hos de badas gemensamma stamfader. Kanske kan
sléktskapet till Streptomyces, denna uppsjo av antibiotika, vara en faktor som bidrar till M.
tuberculosis formaga till multiresistens?

De vilande och uthalliga bakterier med okand resistensmekanism kan vara en viktig faktor
som spelar in i den langvariga behandlingen (McCune et al. 1956, Wade & Zhang 2004). Just
den langvariga behandlingen &r ett problem som forstarker resistensutvecklingen. Darfor
borde kanske ett av de allra viktigaste forskningsomradena vara pa dessa vilande och uthalliga
subpopulationer. Speciellt som ingen medicin i dagslaget verkar pa dessa bakterier (Zhang
2005). PA-824 som ser ut att kunna verka dven pa vilande bakterier vacker darfor hopp.
Viktigt ar nog ocksa att undersoka M. tuberculosis ovanliga patogenes. Aven andra patogena
Aktinobakterier sasom Tropheryma whipplei och Propioniabacterium acnes lever oftast
intracellulart sdsom M. tuberculosis. Speciellt P. acnes har likheter med M. tuberculosis
patogenes da den vaxer langsamt och tolererar att vaxa i makrofager (Ventura et al. 2007).
Kanske kan vidare studier i likheter och olikheter mellan bakteriernas patogenes uppdaga
viktiga insikter.

Da M. tuberculosis har manga unika egenskaper borde framtiden dnda se relativt ljus ut
eftersom det mojliggor for just nya mal for preparat att verka pa. Cellvaggen och dess
ovanliga komponenter dr en uppsjo av mojliga nya mal. Férhoppningsvis upptacks preparat
med dessa nya verkningsmekanismer och godkénns for anvandning innan resistens och
multiresistens nar for hog andel. An sé lange géller det dock att jobba med det som finns,
vilket ar att minska och forebygga, dar det kanske viktigaste ar att det finns méjlighet att
fullfélja behandlingen. Slutligen kan nog ségas att trots att M. tuberculosis inte verkar ha
nagon genoverforing, vilket &r ovanligt, sa har den istéllet varit ovanligt framgangsrik pa att
forfina andra mekanismer och kan darmed avundas av andra bakterier, men samtidigt
skrdmma och gacka 0ss manniskor.

Tack

Tack till Leif Kirsebom och Lage Cerenius. Tack till Sara Karlsson, Noura Al-Walai och
Anders Lind for vardefulla kommentarer. Tack till min mamma Kerstin Rehndell Ericstam for
korrekturlasning. Slutligen tack till min sambo Peter Claesson for all hjélp under arbetets

gang.
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