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Inledning

Patogena bakterier resistenta mot antibiotika ar ett vixande problem inom bade
veterindr och humanmedicin. All anvdndning av antibiotika kan leda till
resistensutveckling. For att begridnsa utvecklingen av resistens &r det viktigt att fa
ner den totala forbrukningen av antibiotika. Det finns inte nagon sidker metod for
hur vi ska lyckas med det. Flera atgérder maste vidtas som tillsammans kan leda
till en betydande minskning av fOrbrukningen. Nagra sétt att fa ner
resistensutvecklingen &r att anvénda antibiotika med s& smalt spektrum som
mojligt. Att anvénda ratt dosering, att endast anvianda antibiotika nér det inte finns
nagra andra alternativ och anvdnda medel med kort eko-skugga (Midtvedt &
Norin, 1997).

Probiotika ar ett begrepp som ligger i tiden och som rétt anvind kan ersétta en del
behandlingar med antibiotika vid specifika infektioner. I detta EEF-arbete avser
jag redovisa att probiotisk behandling med Lactobacillus reuteri kan vara ett
alternativ vid behandling av avelsrattor med bakteriell vaginit orsakad av
B—hemolyserande streptokocker grupp G. Dessutom redovisas resultat 6ver in vitro
forsok av tillvaxthdmning och blockering av adhesion av Streptococcus canis
genom L. reuteri



Probiotika

En direkt oversittning av probiotika dr ”for liv”. Det &r ett vitt begrepp men inom
medicinen dr definitionen ungefér “ett levande mikrobiellt kosttillskott som har en
valgorande effekt pa viarddjuret genom att forbattra balansen hos dess tarmflora”
(Fuller, R. 1992). Den grundldggande tanken é&r att de tillférda mikroberna ska
aterstdlla eller profylaktiskt stabilisera den mikrobiella balansen i kroppen och
ddrmed hindra patogena mikrober att fd fédste och skada. Oftast ar det
magtarmslemhinnan som &r aktuell men principen géller dven for exempelvis mun-
och vaginalslemhinnan.

Probiotika dr inget nytt, tanken att lactobaciller skulle kunna motverka sjukdomar
vicktes av Metchnikoff i borjan av 1900-talet (Metchnikoff, 1908). Det dr dock
under de sista 15-20 aren som forskningen kring probiotikan har intensifierats.

I de flesta fall 4r de “’probiotiska” mikroorganismerna mjolksyrebakterier men de
ar inte ensamma om att ha dessa egenskaper. Jastsvampen Saccharomyces
boulardii har t.ex. visat sig ha en positiv effekt vid behandling av Clostridium
difficile orsakad diarré. Lactobaciller har ocksé visat sig ha positiv effekt vid ett
flertal diarré-sjukdomar som t.ex. turistdiarré, akut infantil diarré hos ménniska
(Elmer, 2001; Berger, 1998), Cryptosporidium parvum-inducerad diarré hos
griskultingar och Candida albicans infektion hos moss (Casas & Dobrogosz,
2000).

En industri har pad senare ar vuxit upp kring mjélksyrebakteriernas ibland
overdrivet positiva egenskaper. Det finns flera produkter for bl.a. kyckling-,
kalkon- och grisuppfodare och i samband med fiskodling. P4 humansidan har
”functional foods” har blivit ett vixande segment inom f.f.a. mejeriindustrin dar
antalet produkter stdndigt okar.

Lactobacillers probiotiska egenskaper

Lactobaciller kan verka pd flera sétt, dels genom produktion av flera olika
antimikrobiella &mnen och dels genom att blockera bindningsytor/receptorer och
pa det sittet forhindra kolonisering av patogena mikroorganismer.

Antimikrobiella dmnen

Laktat

Produktionen av laktat dr en egenskap som alla laktobaciller har. Laktat sdnker pH
i den nérliggande miljon vilket ménga patogena mikrober inte tal. Laktat har d&ven
en antimikrobiell effekt som kommer av sjélva molekylen. Den har visats kunna ta
sig igenom bakteriers membran, frigéra vétejoner i cytoplasman och ddrmed stora
vitala cellfunktioner (Axelsson 1990).



Produktion av andra slutprodukter

Viteperoxid kan bildas av alla lactobaciller och har en hammande effekt. Det kan
dven reagera med thiocyanat. Intermedidra produkter som dé bildas bidrar till att
forsdmra forutsidttningarna for manga patogena mikroorganismer (Axelsson 1990)

Vidare producerar samtliga lactobaciller diacetyl (en karakteristisk smordoft)
vilket har dokumenterat antimikrobiell effekt (Axelsson 1990).

Vissa Lactobacillus arter kan dessutom producerad specifika antibakteriella &mnen
med 1ag molekylvikt. Reuterin och acidolin ar tva exempel fran L. reuteri och L.
acidofilus (Axelsson 1990).

Lactobacillus reuteri

Taxonomi

Genus Lactobacillus tillhdr gruppen mjolksyrebakterier dit &ven genus
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus och Streptococcus hor.
Gemensamt for dessa ér att de &r icke sporulerande, Grampositiva, katalasnegativa
och att de producerar mjolksyra frén kolhydrater.

Biokemiska egenskaper

Genus Lactobacillus ar G-positiva, oxidasnegativa stavar, fakultativt eller strikt
anaeroba. Det finns ca 70 arter som kan delas upp i tre grupper:

e Obligat homofermentativa vilkas slutprodukt efter fermantationen av
glukos via glykolys néstan uteslutande bestér av laktat. Till dessa hor t.ex.
L. acidofilus.

e Obligat heterofermentativa som anvinder en annan vig, 6-
fosfoglukonat/fosfoketolas, vid fermentationen av glukos och
slutprodukterna blir laktat, etanol/acetat och koldioxid. Till dessa hor t.ex.
L. reuteri och L. fermentum.

e  Fakultativt heterofermentativa kan anvénda bada dessa végar. L. casei
tillhor denna grupp.

Habitat och viardspektra

Lactobacillus-arter trivs bést i miljoer med rik tillgdng pa ndringsdmnen bestaende
av aminosyror, nukleosider, vitaminer och fermenterbara kolhydrater. Detta leder
till att de framst kan hittas i miljoer som véxtmaterial, mjolkprodukter, kott- och
fiskprodukter. Lactobaciller hor ocksa till normalfloran i magtarmkanalen och
vagina hos ménniskor och djur. Vissa arter kan man finna i néstan vilka av dessa



miljoer som helst medan andra arter har mer specifika krav for att trivas (Strom
2000; Molin et al, 1992).

L. reuteri finns framforallt i magtarmkanalen hos ménniska och djur. Vid en
undersokning av tarmflora hos ménniska, svin, hona, nét, hund, mus, ratta och
hamster var L. reuteri den enda lactobacill som kunde isoleras fran samtliga
undersokta djurarter (Casas & Dobrogosz, 2000). Dessutom har L. reuteri isolerats
frén ett antal livsmedel som kott- och mjélkprodukter, surdeg och risnudlar.

L. reuteris probiotiska egenskaper

Reuterin

Reuterin &r ett specifikt antimikrobiellt &mne som &r unikt for L. reuteri. Det har
visat sig ha effekt mot bade Grampositiva och Gramnegativa bakterier, svampar
och protozoer (Casas & Dobrogosz, 2000).

Anvdndning av L. reuteri i djuruppfodning

L. reuteri har visat sig ha egenskaper anviandbara for djuruppfodning. I kalkon-
och kycklingbesittningar med problem med hdg dodlighet och dalig tillvaxt har
tillskott i fodret av L. reuteri visat sig sdnka dodligheten och oka tillvixten. Hos
kultingar har forsok visat att L. reuteri har en profylaktisk verkan mot diarré
orsakad av Cryptosporidium parvum. De kultingar som fatt probiotikan hade
lindrigare diarré med kortare sjukdomsperiod jamfort med kontrolldjuren.
Dessutom missténks storning av tarmfloran med efterfoljande avsaknad av L.
reuteri ge vissa E. coli-stammar mojlighet att véxa till och orsaka 6demsjuka hos
svin (Aiello 1998).

Bakteriella vaginiter

Normal vaginalflora

Den normala vaginalfloran hos ménniskor och djur bestir till stor del av
lactobaciller (Carter et al 1995, Reid & Bruce 2001). Vaginalfloran varierar bl.a.
med djurets alder och cykliska stadium. Lactobaciller ingar dven tillammans med
vissa koliformer, streptokocker och andra vanliga tarmbakterier i den normala
tarmfloran. Dessa bakterier fungerar som ett skydd mot infektioner. De blockerar
bindningsytor for patogena bakterier och producerar ett flertal antimikrobiella
damnen. Speciellt viktiga for skyddet av vaginalslemhinnan anses
viteperoxidproducerande lactobaciller vara. (Reid & Bruce 2001)

Bakteriella vaginiter

Uppkomsten av vaginiter anses bero pa att den skyddande bakterieflorans
sammansittning  dndras av  ndgon anledning, exempelvis  genom
antibiotikabehandling, mekanisk skada eller annan fordndring av slemhinnan. I



praktiken anses forlust av lactobaciller ge den storsta forsdmringen av forsvaret.
Patogener fran exempelvis tarmfloran kan da véxa till och orsaka en &vervixt
(Reid & Bruce 2001, 2003). Den konventionella behandlingen &r
antibiotikabehandling, helst efter provtagning och bakterieodling och
resistensbestdmning (Ettinger & Feldman 2000; Reid & Bruce 2001, 2003; Aiello
1998; Elmer 2001). Inom human medicin 4r ett gammalt rdd att behandla
lindrigare vaginiter med yoghurt lokalt. For att vetenskapligt bevisa att detta
fungerar har en del in vivo forsok gjorts med olika lactobacillusarter som givits
bade intravaginalt och oralt har gett lovande om &n inte entydiga resultat, mer
forskning behovs (Elmer 2001; Reid & Bruce 2001, 2003).

[-hemolyserande streptokocker grupp G

B-hemolyserande streptokocker grupp G ar en del av normalfloran pa hud,
munhala, tarm och genitalia hos ménniska och manga andra djurslag. Hos hund é&r
det den mest forekommande streptokocktypen som finns pa hud och slemhinnor.
Hos minniska kan den i enstaka fall orsaka dermatit och pharyngit men har dven
isolerats fran septikemier, endokarditer och peritoniter (Greene 1990). I denna
grupp av B-hemolyserande streptokocker grupp G ingér bl.a. Streptococcus canis
som kan orsaka vaginiter, aborter och sarinfektioner hos hund och katt (Greene
1990; Carter, Chengappa & Roberts 1995).

Bild 1. S. canis pd blodagar.

Adhesion

Det inledande steget for uppkomst av bakteriell infektion hos en vard innebar
bakteriell kolonisation. For att en bakterie ska kunna fordka sig och kolonisera en
vird krévs att den har mojlighet att adherera till virdceller. Adhesion kan ske
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direkt till cellens yta eller indirekt till &mnen utséndrade frén vdvnaden, t.ex.
mucin.

Speciella ytkomponenter hos bakterierna, ligander eller adhesiner, har formégan att
binda till receptorer pa vardcellens yta. Adhesinerna kan finnas pa bakteriens yttre
membran, kapsel eller fimbrier. De flesta adhesiner bestar av glycoproteriner eller
lipoproteiner. Vérdcellernas receptorer bestér oftast av olika sockermolekyler.
(Carter, Chengappa & Roberts 1995)

Probiotisk behandling av rattor pa Scanbur

Bakgrund

Scanbur ér ett foretag bedriver kommersiell uppfodning av forsoksdjur, i huvudsak
rattor och mdss. Vid Scanbur foljer man Federation of European Laboratory
Animal Science Association (FELASA) rekommendationer for hilsokontroll och
enligt dessa fir det inte finnas andra B-hemolyserande streptokocker &n grupp D
hos rattorna.

Ett forskarlag i Lund upptickte varen 2002 en streptokockinfektion (B-
hemolyserande grupp G) i vagina hos Spraque Dawley (SD)-réttor levererade fran
Scanbur. Smittan upptdcktes vid en hélsokontroll wutford vid Statens
Veterindrmedicinska Anstalt (SVA) i Uppsala. Uppfodarens ordinarie
hélsokontroller gors kvartalsvis pa Public Health Laboratory i England. En extra
halsokontroll gjordes pé fyra slumpvis utvalda attaveckors SD honor som
skickades till det vanliga labbet i England. Denna gang var alla fyra undersokta
djur positiva for B-hemolyserande grupp G. Djurstallet med de aktuella djuren
inneholl vid tillfallet ca 3000 avelshonor och ca 100 avelshanar. Att ett positivt
provresultat pa svabbprov fran inredning i djurstallet taget i november &ret innan,
alltsa ca sex ménader innan smittan upptdcktes pa djuren, tyder pa att B-
hemolyserande grupp G fanns i omgivningen.

Spraque Dawley (SD)

Rasen etablerades av Robert W. Dawley 1928. SD ér en snabbvéxande, utavlad
albinorétta som har snabb tillvaxt och far stora kullar. Scanburs nuvarande stam
etablerades 1991. SD finns hos flera uppfodare men da stammarna halls atskilda
utvecklas dver tiden sma skillnader mellan stammarna.



Bild 2. Spraque-Dawley hona

Spridning av smittan

Smittan hos djuren hade antagligen spridits vid brunstkontroll av djuren. Vid detta
arbetsmoment fors en probe in i vaginan for att kontrollera om honan &r brunstig.
Denna probe skulle enligt avdelningens Standard Operating Procedures (SOP)
rengdras med 70 % M-sprit efter métning av 200 djur. Hur smittan kommit in i
beséttningen dr oként.

Impedans-mdtare

Det finns flera sitt att kontrollera om rattor &r i brunst. Ett av de vanligaste ar
vaginalcytologi. Det dr ett sdkert sdtt men det krdver en hel del arbete och tid da
flera arbetsmoment ingar. Vaginalsekret frdn en ratta maéste strykas pa ett
objektglas, torkas, fargas och sedan analyseras. I ett djurstall med 6ver tusen
avelshonor skulle det ta alldeles for mycket tid. Métning av det elektriska
motstdndet (impedans) i vaginan dr darfor ett tilltalande alternativ. Impedansen
varierar under Ostralcykeln och &r hos ratta som hogst vid prodstrus. Vid
métningen fors en probe in i vaginan. Proben &r kopplad till ett instrument som
visar motstindet i siffror. Ar motstandet hogt, mitt i K-ohm och virdet varierar
nagot beroende pa fabrikat, dr rattan i prodstrus och redo for parning (Ramos, Lee
& Peuler 2001).
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Bild 3. Kommersiell impedansmditare.

Atgdrdsalternativ

Det fanns flera alternativ for att bli av med smittan.

e Sla ut alla djur och boérja om pa nytt till en stor kostnad ekonomiskt och
tidsmaéssigt.

e Antibiotikabehandling. D& det &r ként att antibiotika fordndrar den
bakteriella normalfloran ville man undvika att anvéinda denna metod i det
langsta.

e  Probiotisk behandling.

Material och metoder

Odling av L. reuteri for behandling av avelsrdttor

L. reuteri WS 2010 (Biogaia, Lund) odlades i DE MAN, ROGOSA und SHARPE
(MRS)-buljong pa avdelningen med gnotobiotiska forsoksdjur, Karolinska
Institutet, Stockholm.

Dricksvattenlosning innehdllande L. reuteri

0,1 ml bakteriesuspension innehallande ca 10° CFU/ml av L.reuteri inokulerades
till 8 ml av MRS-buljong som inkuberades vid 37 °C i 3-4 dygn. 8 ml av denna
bakteriesuspension tillsattes till 1000 ml av ny MRS-buljong och inkuberades i 24
timmar vid 37 °C. Denna bakteriesuspension (1000 ml) blandades med 100 liter
dricksvatten vilket gav en slutlig koncentration av ca 107 CFU/ml. Frén
vattenbehallaren pumpades vattnet/bakterieblandning via ledningar till det
ordinarie bevattningssystemet. Rattorna fick dricka obegrinsad mingd. En ratta
dricker ca 10 % av sin kroppsvikt varje dag vilket gor att det i djurstallet som
inneholl ca 3000 avelshonor med ungar gick at ca 100 1 bakterieblandat vatten per
dag.
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Bakterielosning for intravaginal behandling

0,1 ml bakteriesuspension ca 10° CFU/ml av L.reuteri tillsattes till 10 ml MRS
buljong och inkuberades 1 dygn vid 37 °C innan den transporterades till
uppfédaren. Mingden bakterier i den fardiga 16sningen var ca 10° CFU/ml.

Behandling av avelsrdttor

Forsta behandlingen utfordes 020430. Alla avelshonor och avelshanar i det
smittade stallet behandlades lokalt, honor i vagina och hanar under férhuden, med
en bomullstops doppad i bakterieldsningen. En ny tops for varje djur. Denna
behandling upprepades efter fyra veckor.

Provtagningar for bakteriologisk undersokning

For provtagning anvindes transportswabs (116¢c med AMIES W/CH medium fran
COPAN Innovation). Med de medféljande topsen togs vaginalsekret fran slumpvis
utvalda 20 rattor. Proverna skickades till Laboratorium for Klinisk Mikrobiologi i
Olso for bakteriologisk analys. Topsen med vaginalsekret stroks pa blodagar
(humanerytrocyter) och plattorna inkuberades vid 37 °C aerobt i 24-48 timmar.
Kolonier med PB-hemolys isolerades och typades serologiskt for att pavisa
streptokocker grupp G. Efter behandlingarna togs nya bakterieprover for analys.

Andring av rutiner vid brunstkontroll

For att minska smittspridningen inférdes nya rutiner for rengoring av proben vid
brunstkontroll. Enligt de nya rutinerna ska proben efter anvidndning pa varje
enskilt djur torkas av med en ren, torr bomullstrasa. Proben rengérs i 70 % etanol
en ging per manad.

Resultat

Efter den forsta behandlingen pavisades B-hemolyserande streptokocker grupp D
hos 3 av de 20 undersokta rattorna. B-hemolyserande streptokocker grupp G
pavisades hos 1 djur.

Efter den andra behandlingen togs nya prov fran 20 rattor. Hos dessa péavisades -
hemolyserande streptokocker grupp D hos 1 djur. Inga [B-hemolyserande
streptokocker grupp G pévisades.

Efter sista behandlingen med probiotika har fyra ordinarie hélsokontroller gjorts
enligt gdllande rutiner. Fran samtliga kontroller har [-hemolyserande
streptokocker grupp G ej kunnat pavisas.
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Tabell 1. Vaginalprover tagna mellan och efter behandlingsomgangarna

provtagningsdatum | Antal djur B-hem grp G B-hem grp D
020621 20 1 3
020831 20 0 1

In vitro forsok med Lactobacillus reuteri

For att verifiera effekten i1 in vivo forsoket att L. reuteri &r verksam mot B-
hemolyserande streptokocker grupp G utférde jag en rad laboratorieexperiment in
vitro. L. reuteris probiotiska egenskaper testades med avseende pa tillvixthdmning
och adhesionsblockerande funktioner mot -hemolyserande streptokocker grupp
G. Forsoken utfordes med mindre modifikationer enligt Osset et. al., 2001.

Forsok A — Inhibering av bakterievixt i flytande medium.

For att studera effekten L. reuteris tillvixthdmmande produkter mot Str. canis
anvénds sterilt bakteriekulturfiltrat fran L. reuteri. Vilken substans som eventuellt
har tillvixthdmmande verkan har ej undersokts vid detta forsok.

Forsok B — Inhibering av bakterievixt pd fast medium.

Samma princip som forsék A men utfors pa blodagar (5% néterytrocyter).

Forsok C — Inhibering av bakterievixt pd fast medium.

Samma princip som forsok B men utférs med levande L. reuteri. istéllet for
bakteriekulturfiltrat.

Forsok D — Adhesion till celler in vitro.

For att studera L. reuteris och Str. canis formaga att binda till humana
intestinalceller typ 407 in vitro.

Forsok E — L. reuteris blockerande formdga.

For att studera L. reuteris formaga till blockering av adhesiva receptorer och pa sé
sdtt forhindra vidhiftning av Str. canis.
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Forsok F — L. reuteris formdga att konkurrera med Str. canis om
adhesionsplatser.

Variant av forsok E. Att studera om det dr ndgon skillnad om L. reuteri och Str.
canis maste konkurrera om receptorerna.

Forsok G — L. reuteris bortstotande formdga.

Att studera om L. reuteri har formagan att stdta bort Str. canis som redan har
adhererat.

Material och metoder

Odling av bakterier for in vitro forsék

Samma L. reuteri-stam WS 2010 som anvénts i behandlingsforsoket har ocksa
anvints vid detta in vitro experiment. D& det ursprungliga isolatet av den
ursprungliga B-hemolyserande streptokock grupp G ej fanns tillgdnglig sa annan
anvindes ett annat isolat B-hemolyserande streptokock grupp G, ndmligen Str.
canis. L. reuteri odlades i MRS-buljong medan Str. canis odlades i Todd-Hewitt
buljong.

Adhesionsforsok

Vid adhesionsforsoken anvidndes humana intestinalceller av typen INT-407 (Homo
sapiens Intestine 407).

CFU

L. reuteri och Str. canis stroks pa blodagar och inkuberades under 24 timmar i 37
°C 1 mikroaerofil milj6. Med en 10 pl 6gla, ”loopfull”, bakterier inokulerades 100
ml av respektive medium som inkuberades enligt ovan. Respektive
bakteriesuspension spdddes i en tiofaldig spéddningsserie. 0,1 ml fran varje
spadningsror raklades ut pa blodagar som inkuberades. Resultat: Str. canis ca 6x
10% cfu/ml, L. reuteri ca 5x10° cfu/ml.

Forsok A — Inhibering av bakterievixt i flytande medium.

Todd-Hewitt buljong med Str. canis och MRS buljong med L. reuteri odlades
enligt tidigare beskrivning.

Str. canis suspension spaddes till en koncentration av 6x10* CFU/ml. 1 ml av
denna bakteriesuspension tillsattes till 3 ml Todd-Hewitt buljong.

L. reuteri suspension centrifugerades i 5000 v/min och supernantanten
sterilfiltrerades genom ett Millipor 0,22 um filter och 1 ml av kultur filtratet
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blandades med 1 ml utspadd Str. canis bakteriesuspension och 3 ml Todd-Hewitt
buljong.

Tva olika kontrollgrupper anvindes: i) 1 ml av ej inokulerad, sterilfiltrerad MRS
buljong. ii) 1ml sterilt NaCl.

Dessa r6r inkuberades i 24 timmar i 37 °C i mikroaerofil miljo. Resultaten av
hamningsforsoket utviarderades genom spectrofotometri (OD 600 nm), bestdmning
av CFU och genom att visuellt jimfora eventuella skillnader i bakterie
pelletsstorlek.

Forsok B — Inhibering av bakterievixt pd fast medium med steril
Supernatant.

Str.canis bakteriesuspension odlad enligt tidigare beskrivning spaddes till en
koncentration av ca 6x10° CFU/ml. 2 ml av denna 16sning hilldes pa blodagar,
overskottet hélldes av och ytan fick torka. Fyra brunnar (ca 5Smm i diameter)
stimplades ur agarn med hjélp av bakidndan av en steril pasteurpipett.

Sterilt kulturfiltrat fran L. reuteri bakteriesuspension och kontroll framstélldes
enligt procedur i forsok A. 10 pl av kulturfiltratet respektive kontroll tillsattes i
brunnar.

Plattorna inkuberades i 24 timmar 37 °C, mikroaerofil miljo. Plattorna avléstes
okuldrt under mikroskop for att bedéma eventuell hdmning av bakterievéxt.

Forsok C — Inhibering av bakterievixt pd fast medium.

2 ml av bakteriesuspension med ca 6x10° cfu/ml Str. canis spreds over blodagar pa
samma sitt som i forsok B.

10 ul av L. reuteri bakteriesupension, ca 5x10® CFU/ml applicerades pd blodagarn
och fick torka in. Som kontroll anvéndes 10 pl av steril MRS buljong. Plattan
inkuberades i 24 timmar i 37 °C i mikroaerofil miljé och ldstes sedan av okulért
under mikroskop for att bedoma eventuell himning av bakterievixt.

Forsok D — Adhesion till celler in vitro.

Adhesionsforsok utfordes enligt Krovacek (1996). INT-407 odlades pé objektsglas
under 48 timmar, 37 °C i CO, inkubator.

Flera olika koncentrationer av bakterier anvindes: 1) i forsta forsoket 15 ml sterilt
fysiologiskt NaCl med totalt 12x10% CFU Str. canis och 15 ml sterilt fysiologiskt
NaCl med totalt 1x10° CFU L. reuteri. ii) i andra forsoket 12 ml sterilt
fysiologiskt NaCl med 6x10° CFU/ml Str. canis och 12 ml sterilt fysiologiskt NaCl
med 5x10” CFU/ml L. reuteri.

Bakteriesuspensionerna tillfordes till petriskalar dir objektsglas med utvuxna INT-
407 hade placerats och inkuberades pé skakbord i 37 °C i 2 timmar i aerob miljo.
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Efter inkuberingen tvittades objektglasen 4 génger med sterilt fysiologiskt NaCl
for att skolja bort icke adhererade bakterier. Darefter fixerades objektglasen med
metanol och fargades de med kristallviolett.

Objektglasen studerades i mikroskop. For berdkning av adhererade bakterier
riknades 30 celler med adhererade bakterier och antalet bakterier som féste till
dessa celler.

Forsok E — L. reuteris blockerande formdga.

Objektsglasen preparerades som i forsok D. 12 ml steril fysiologisk NaCl med
5x107 cfu/ml L. reuteri tillfordes till objektsglas med utvuxna INT-407 celler och
inkuberades pa skakbord i 37 °C i 2 timmar, aerob milj6. Dérefter tillférdes 12 ml
steril fysiologisk NaCl med 6x10® cfu/ml Str. canis och objektsglasen inkuberades
i ytterligare 2 timmar. Objektsglasen tvittades och fixerades som tidigare.

Forsok F — L. reuteris formdga att konkurrera med Str. canis om
adhesionsplatser.

Objektsglasen preparerades som i forsok D. 12 ml steril fysiologisk NaCl med
6x10® cfu/ml Str. canis och 12 ml steril fysiologisk NaCl med 5x10” cfu/ml L.
reuteri tillfordes till objektsglas med utvuxna INT-407 celler och inkuberades i 2
timmar. Objektsglasen tvittades och fixerades som tidigare.

Forsok G — L. reuteris bortstotande formdga.

Objektsglasen preparerades som i forsok D. 12 ml steril fysiologisk NaCl med
6x10° cfu/ml Str. canis tillfordes till objektsglas med utvuxna INT-407 celler och
inkuberades i 2 timmar. Darefter tillfordes 12 ml steril fysiologisk NaCl med 5x10’
cfu/ml L. reuteri. Objektsglasen tvittades och fixerades som tidigare.

Resultat

Forsok A — Inhibering av bakterievixt i flytande medium.

Tydlig skillnad av bakterievéxt i réren kunde ses (bild 4). I réren med kulturfiltrat
fran lactobaciller var pelleten bestdende av streptokocker markant mindre &n i
kontrollrdren. Mellan de béda kontrollgrupperna observerades ingen skillnad.
Samma resultat observerades vid upprepade forsokstillféallen. Vid métning med
hjélp av spectrofotometer jamfordes endast gruppen med kulturfiltrat och
kontrollgruppen med steril MRS buljong. Resultaten visade statistiskt signifikanta
skillnader mellan grupperna (tabell 2).
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Bild 4. Ror A11-A13 med L. reuteri filtrat, ror A14-A16 kontroller med steril MRS-buljong,
ror A17-A19 kontroller med sterilt fysiologisk NaCl.

Tabell 2. 'Ror A5-A7 med L. reuteri filtrat, ror A8-A10 kontroller med steril MRS-buljong.
2Aborbans vid A 600 nm viglingd, steril losning av bida mediumtyperna och NaCl som
bakgrund. *Vixt i flytande medium genom okulir bedomning av bottenpellets, +=sparsam
véixt, ++=mdttlig véixt, +++= kraftig véixt. *CFU/ml x10° vid ytspridning pd blodagar-.

Ror' | Absorbans® Vixt flytande CFU/ml*
medium’

A5 0,0936 + 5

A6 0,0714 + 14

A7 0,0688 + 4

A8 0,8571 +++ 23

A9 0,4351 +++ 4

Al10  ]0,8193 +++ 3

Forsok B — Inhibering av vixt pd fast medium.

En viss tendens till hdmning kunde ses runt brunnarna med kulturfiltrat fran L.
reuteri men skillnaden mot kontrollbrunnarna ansags for liten for att jag med
sikerhet kan faststélla att hdmning av bakterievaxt skett.

Forsok C — Inhibering av viéxt pd fast medium.

Aven i detta forsok ansdgs skillnaden mot kontroll for liten for att himning av
bakterievaxt kan faststéllas.
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Forsok D — Adhesion till celler in vitro.

Adhesion av L. reuteri

till INT-407 kunde ses vid bada forsoken med de olika

bakteriekoncentrationerna (bild). Dock adhererade fler bakterier vid den lagre
bakterickoncentrationen (tabell 4).

Ingen adhesion av Str. canis till INT-407 kunde pévisas. (bild)

Tabell 3. Adesion av L. reuteri till INT-407. 'Prov 8 och 9 fick den ligre
bakteriekoncentrationen, prov 10-12 fick den hogre bakteriekoncentrationen. *Antal
adhererade L.reuteri per INT-407, 30 celler per prov riknades.

Prov' Antal bakt/cell?
8 3,0
9 32
10 1.4
11 1,4
12 1,5

Bild 5. Flertal L. reuteri adhererade till INT-407
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Bild 6. INT-407 utan adhererade Str. canis. Fyra bakterier kan ses i bakgrunden.

Forsok E, F och G — L. reuteris blockerande formdga— L. reuteris formdga
att konkurrera med Str. canis om adhesionsplatser och L. reuteris
bortstotande formadga.

D4 S. canis ej adhererade till humana intestinala celler INT-407 kan inga slutsatser
dras av dessa forsok.

Diskussion

Probiotika dr ett begrepp som ligger i tiden och som rétt anvind kan ersétta eller i
alla fall fungera som ett komplement till en del behandlingar med antibiotika vid
olika specifika infektioner bade hos djur och ménniska.

Streptokocksmittan hade funnits i beséttningen hos Scanbur i flera manader och
det &r troligt att den var vél spridd bland djuren. Sedan den probiotiska
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behandlingen av avelsrattorna har avslutats, vilket nu dr over ett ar sedan, har
ingen ny smitta med f—hemolyserande streptokocker grupp G kunnat pévisas vid
hilsokontrollerna. Det &r troligt att den probiotiska behandlingen med L. reuteri
har varit verksam.

Det ar viktigt att papeka att behandlingen av avelsrattorna inte var upplagt som ett
vetenskapligt forsok. Uppldgget kom till under pressade forhéllanden bade
tidsméssigt och ekonomiskt. Hade det kunnat utforas under normala férhallanden
hade det planerats annorlunda med noggrannare provtagningar, kontrollgrupper for
obehandlade djur och de olika administrationssétten. Sjidlvklart hade sékrare
slutsatser kunnat dras av ett sadant forsok.

I ett vidare perspektiv bor dven andra saker belysas av detta arbete. Vikten av bra
arbetsrutiner och hygien och &dven att identifiera den bakomliggande orsaken till
problemen. Utan detta hade behandlingen varit meningslos. Smittan hade
antagligen kommit tillbaka forr eller senare oavsett om alla djur slagits ut eller om
de behandlats med antibiotika eller probiotika. I detta fall var boven i dramat
impedansmitningen eller mer korrekt rengdringen av proben. En prob som rengors
efter vart tvd hundrade djur &r en mycket effektiv smittspridare! Hur
streptokockerna kommit in till beséttningen fran forsta borjan kan man endast
spekulera om. Det dr vél ként att f—hemolyserande streptokocker grupp G finns
som normalflora bdde hos ménniska och hos djur. Man kan spekulera kring om
bristande handhygien hos nagon forsoksdjurstekniker/djurvardare kan vara
orsaken till att smittan kom in i besittningen.

Resultaten ifran in vitro forsoket visar att L reuteri har forméga att inhibera véxt av
Str. canis. Att det inte var ndgon skillnad mellan resultaten fran CFU och
absorbans dr méarkligt. En mojlig forklaring kan vara att proven med mycket vixt
dven innehdller en stor del doda bakterier. De kan forslagsvis ha dott av
néringsbrist p.g.a. det blivit fér hog bakteriekoncentration i roret. En annan
forklaring kan vara streptokockernas benédgenhet till att aggregera i samband med
véxt. Pa sa vis kan flera bakterier bilda en CFU. Vid en hogre koncentration borde
fler bakterier aggregera och pa s& vis ge ett missvisande resultat vid CFU
bestdmning. Himningsforsoken péd fast medium hade inte samma tydliga resultat.
Troligtvis var testerna inte optimalt utformade utan skulle behdva vidareutvecklas.
Till exempel kan koncentrationen av de eventuellt himmande substanser dkas for
att ge ett tydligare svar.

Adhesion till virdceller ér ett forsta steg vid bakteriella infektioner. Att humana
intestinalceller typ 407 valdes som modell i adhesionsforsdoken hade flera orsaker.
Den fanns tillgénglig pd avdelningen for bakteriologi vid Veterindrmedicinska
fakulteten, det ar en vél beprovad cellinje for adhesionsforsok in vitro. Dessutom
finns det vissa likheter i tarm- och vaginalfloran (Reid & Bruce, 2001). I mitt
experiment hade L. reuteri formégan att adherera till INT-407 medan Str. canis
inte visade ndgra tecken pa att binda till INT-407. Det skulle vara intressant och
mera relevant att géra om adhesionsforsoken men d& med vaginalceller frén
avelsrattor. P.g.a. att Str. canis inte adhererade till INT-407 kan inga slutsatser dras
om L. reuteri egenskaper som blockad mot adhesion.
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I detta EEF-arbete har jag forsokt belysa att probiotika kan vara ett
behandlingsalternativ mot vaginiter hos avelsrattor under vissa omstindigheter.
Det kan vara om djuren som i detta fall inte var kliniskt sjuka eller har milda
symptom. Sjédlvklart maste annan behandling eller kombination av olika
behandlingar séttas in om djuren dr svart sjuka och kan antas lida. Ytterligare
forskning behovs kring probiotikans verkningsmekanismer och jag anser att
anvéndning av probiotika dr ett intressant alternativ till viss antibiotikabehandling.
Det &r inte 16sningen pé alla problem med bakteriers antibiotikaresistensutveckling
och kan inte ersitta antibiotika helt men om den utvirderas och anvénds pa ratt sitt
kan den bidra till att antibiotikaférbrukningen kan minskas.

Sammanfattning

Lactobacillus reuteri har tidigare anvénts som probiotika i foder till smagrisar och
kycklingar och dven som tillsats i olika mejeriprodukter. Jag har i detta EEF-arbete
visat att L. reuteri kan vara ett behandlingsalternativ vid vaginit bland avelsrattor.
En besittning med ca 3000 avelsrattor hade drabbats av vaginala infektioner med
B-hemolyserande streptokocker grupp G. Smittan spreds mellan djuren vid
brunstkontroll med vaginal impedansmitning. Efter behandling med L. reuteri
vaginalt och som tillsats i dricksvattnet har ingen vaxt av streptokockerna kunnat
pavisas. Jag har dven vid uppféljande in vitro forsok visat att L. reuteri har en
tillvaxthdimmande effekt pa Streptococcus canis i flytande medium. Vidare hade L.
reuteri formagan att adherera till humana intestinalceller INT-407 in vitro.

Conclusion

Lactobacillus reuteri has been used as probiotics in piglet and chicken feedings as
well as in different diary products for humans. In this EEF-work I have shown that
L. reuteri can be an alternative for treatment of vaginitis in laboratory rats used for
breeding. In a breeding stock with 3000 animals some animals had a vaginal
infection with P-haemolytic streptococci group G. The infection was spread
among the animals when their heat statuses were checked intra vaginally with an
impedance meter. After treatment with L. reuteri both intra vaginally and supplied
in the drinking water no animal has been found to carry the infection. I have also
shown by in vitro studies that L. reuteri has an inhibitory effect on growth of
Streptococcus canis in liquid medium. Furthermore L. reuteri had the ability to
adhere to human intestinal cells INT-407 in vitro.
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