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SAMMANFATTNING

Syftet med detta examensarbete var att isolera och identifiera naturligt
forekommande Lactobacillus spp. fran faeces hos svenska héstar. Dessa
laktobaciller skall sedan anvdndas som probiotiska kandidater vid forskning kring
antibiotikaassocierad diarré hos hast.

Atta stycken ridskolehistar i aldern 6-10 ar valdes ut for faecesprovtagning. Vid
urval av presumtiva Lactobacillus spp. anvidndes utodling pa selektivt medium
(Man Rogosa Sharp agar), samt gramférgning. Totalt kunde 33 stycken isolat av
presumtiva Lactobacillus spp. identifieras. Av dessa 33 isolat kunde 22 stycken
identifieras med API-test. Av de kvarvarande 11 stycken oidentifierade isolaten,
valdes 5 stycken isolat ut for identifiering med PCR och sekvensering av 16S
rRNA genen.

Vid detta forsok kunde L. acidophilus, L. plantarum , L. fermentum, L. equi, L.
mucosae och en Lactobacillus sp, som inte har beskrivits i litteraturen, identifieras
fran normala tarmfloran hos friska svenska hastar. Dessutom kunde Leuconostoc
lactis som ocks4 tillhor gruppen mjolksyrabakterier identifieras.

SUMMARY

The aim of this study was to isolate and identify Lactobacillus species indigenous
to the gastrointestinal microflora of Swedish horses. These lactobacilli are to be
used as probiotic candidates in research concerning antibiotic-associated diarrhoea
in horses.

Eight horses, age 6-10 years, were selected from a riding school for collection of
faeces samples. Man Rogosa Sharp medium and gram staining were used for the
selection of supposed lactobacilli. We could identify 33 isolates of supposed
lactobacilli. With the use of API tests 22 of these 33 isolates could be identified.
Out of the remaining unidentified 11 isolates, five isolates were selected for
identification by PCR and by sequencing of the 16S rRNA gene.

In this study we could identify L. acidophilus, L. plantarum, L. fermentum, L.
equi, L. mucosae and a previously unknown Lactobacillus sp. in the indigenous
gastrointestinal microflora of Swedish horses. We also could identify the lactic
acid bacterium (LAB) Leuconostoc lactis.

INLEDNING

Idag ses ett okande problem med patogena bakteriers resistens mot antibiotika,
bade inom human- och veterindrmedicin. Detta dr bl.a. till foljd av ett utbrett
antibiotikaanvéndande, vilket leder till att mdangden verkningsfulla antibiotika mot
farliga bakteriella patogener minskar. For att minska uppkomsten av
antibiotikaresistens dr det viktigt att minska anvéndningen av antibiotika. Déarfor
ar anvindningen av probiotika och bioterapi ett omrade som bor utforskas.

Probiotika och dess potentiellt gynnsamma effekt ar inget nytt. Redan pa tidigt
1900-tal diskuterade Metchnikoff den gynnsamma effekten av syrad mjolk for
minniska (Metchnikoff, 1908). Det dr dock forst under de senaste 15 aren som
probiotikaforskningen har intensifierats. Probiotika har bl.a. potential att anvéndas



1 profylaktiska syften och eftersom detta anvandningsomrade pa hést i nuldget ar
relativt outforskat dr det speciellt intressant. Forhoppningarna dr att probiotika
skall kunna anvindas pa hést 1 storre utstrackning, med klara anvdndningsregimer
och med sédkrare utforda vetenskapliga forsok som grund for denna anvindning.
Det mest optimala skulle vara utvecklandet av en sdker probiotisk produkt
utecklad utifran svenska héstars tarmmikroflora och behov. Detta skulle kunna
Oka sannolikheten for ett framgéngsrikt resultat.

I nuldget finns det inte négra redovisade probiotikastudier gjorda pa svenska
hastar under svenska forhallanden. Inom detta omrade finns det ett klart behov av
forskning.

Syftet med detta examensarbete &r att isolera och identifiera naturligt
forekommande Lactobacillus spp. frdn faeces hos svenska héstar. Dessa
laktobaciller skall sedan anvdndas som probiotiska kandidater vid forskning kring
antibiotikaassocierad diarré hos hést.

Detta forsok begrénsas till ett litet antal provtagna hidstar p.g.a. tidsbegransning
vid utférandet av detta examensarbete.

LITTERATUROVERSIKT
Mjolksyrabakterier

Mjolksyrabakterier 4r en grupp grampositiva bakterier med gemensamma
morfologiska, metabola och fysiologiska karaktéristika. Bakterierna i gruppen ér
grampositiva, katalasnegativa, icke sporulerande, anaeroba stavar eller kocker. I
gruppen ingar cirka 20 genera, men foljande genera anses vara de huvudsakliga
mjolksyrabakterierna: Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus och Weisella. 1 hidstens gastrointestinalkanal tillhor
majoriteten av mjolksyrabakteriespecies genus Lactobacillus (Axelsson, 2004;
Rafat et al, 2005; Stiles & Holzapfel, 1997).

Mjolksyrabakterierna kan producera antimikrobiella substanser. Vissa av dessa,
t.ex. smi organiska molekyler av 1&g massa, produceras vid sockerjisning. Aven
manga andra  antimikrobiella =~ komponenter = produceras av  olika
mjolksyrabakterier. Exempel pd dessa dr viteperoxid, koldioxid, diacetyl och
bakteriociner. Bakteriociner dr ribosomalt syntetiserade foreningar, d.v.s. de &r
proteiner, som produceras av bakterier for att himma tillvéxt av andra bakterier.
De kan bl.a. anvindas mot specifika patogener utan att stora normalfloran.
Bakteriociner skiljer sig frdn antibiotika genom att de syntetiseras av ribosomer,
vérdcellerna 4r immuna mot dem, de har en annan verkningsmekanism och de har
ett smalt spektrum (Ouwehand & Vesterlund, 2004).

Lactobacillus spp.

Lactobacillus spp. ar fakultativt anaeroba eller strikt anaeroba, katalas negativa,
ickesporulerande, ororliga, laktatproducerande, kockoida till ldnga stavar.
Laktobaciller &r vanligtvis grampositiva, men dldre kulturer kan tendera till att bli
gramnegativa. De finns som en del av normalfloran 1 bl.a. munhélan,
gastrointestinalkanalen, urinorganen och vagina hos djur och maénniskor



(Axelsson, 2004; Danielsson-Tham & Greko, 2002; Morotomi et al, 2002; Murray
et al, 2005).

Lactobacillus ér det storsta genus inom gruppen mjolksyrabakterier. Det dr en
mycket heterogen grupp av bakterier med stor variation avseende fenotyp,
biokemi och fysiologi. Denna variation mérks bl.a. i skillnad av mol% G + C
innehall 1 bakteriernas DNA, dir Lactobacillus har en variation pa 32 — 55%
(Axelsson, 2004).

I en studie har cirka 18 olika Lactobacillus stammar identifierats fran hast. Bland
dessa finns bl.a. Lactobacillus salivarus, L. johnsonii, L. crispatus, L. reuteri, L.
plantarum, L. amylovorus, L. coryniformis och L. equi (Morotomi et al, 2002). De
vanligaste forekommande laktobacillerna &r L. salivarus och L. mucosae (Rafat et
al, 2005).

Formagan att kunna adherera till vardceller tros paverka forméagan hos en specifik
bakteriestam att kunna kolonisera virdens gastrointestinalkanal (Yuki et al, 2000).
Det finns studier dér specificitet hos, for arten naturligt forekommande,
laktobaciller har pdvisats for artens vérdceller (Suegara et al, 1975). Naturligt
forekommande laktobaciller, som har pévisats ha forméagan att adherera till
histens magsécksepitel, ar L. salivarus, L. crispatus, L. reuteri och L. agilis (Yuki
et al, 2000).

Laboratoriemetoder vid odling samt identifiering av Lactobacillus
spp.

For framodling av Lactobacillus spp. kan Man Rogosa Sharp (MRS) agar
anviandas. Denna agar har utvecklats som ett selektivt medium vid isolering av
Lactobacillus spp. av oralt, fekalt och mjdlkproduktsursprung (de Man et al,
1960).

Temperaturoptimum for laktobaciller dr 30-40°C, men de véxer mellan 5-53°C.
Laktobaciller har en mikroaerofil dmnesomséttning, vilket gor att de kan vixa
bade aerobt och anaerobt (Danielsson-Tham & Greko, 2002).

Det finns ett flertal olika sitt att skilja mellan olika species inom Lactobacillus
spp. Det klassiska sittet dr genom sockerjdsning, typ av mjolksyra som
produceras, hydrolys av arginin, tillvaxtkriterier och tillvixttemperatur. For att fa
en mer exakt klassificering krdvs analys av peptodoglykan, elektroforetisk
mobilitet av LDH (lactic acid dehydrogenase), mol% G + C i DNA och DNA-
DNA homologistudier (Axelsson, 2004).

PCR-tekniker

For en snabb identifiering kan dven PCR-tekniker anvindas (Axelsson, 2004). Vid
PCR-tekniker amplifierar man en utvald gen m.h.a. PCR. Direfter sekvenserar,
dvs. bestimms nukleotidsekvensen, for den genen, m.h.a. sekvenseringsprimers.
Efter sekvensering identifieras bakteriestammen genom sekvensjamforelser med
sekvenser deponerade i allmént tillgdngliga sekvensdatabaser.

En ldmplig gen for denna sekvensering dr 16S rRNA genen, som kodar for en av
ribosomkomponenterna. Denna gen &r pa cirka 1500 nukleotider och finns hos
alla bakterier. Nukleotidsekvensen hos denna gen &dr kdnd for manga olika



bakteriestammar och &ar déarfor lamplig att anvidnda sig av, nédr sekvensdata
anvinds vid identifiering av en bakteriestam (Johansson, 2003).

Med anvindande av sekvensering av 16S rRNA genen, kan sirskiljning av
Lactobacillus species ske effektivt och praktiskt. Dock har metoden inte
tillrackligt hog upplosning for att kunna anvédndas vid fullstdndig urskiljning av
Lactobacillus stammar eller underarter (Zhong et al, 1998). For att fa en
sarskiljning mellan olika Lactobacillus stammar kan en metod baserad pa
sekvensering av 16S-23S regionerna anviandas (Moreira et al, 2005).

Probiotika

Probiotika definieras som: “oral probiotics are living micro-organisms, which
upon ingestion in certain numbers, excert healt benefits beyond inherent basic
nutrition” (Guarner & Schaffsma, 1998, sid. 237). For att kunna faststélla
probiotiska egenskaper hos en sérskild stam av mjolksyrabakterier, krdvs ”blinda”
och placebokontrollerade undersokningar. Dessa undersdkningar kan foregds av
olika in vitro tester eller djurforsok, som t.ex. resistens mot gallsyror och adhesion
till tarmmukosa (Guarner & Schaafsma, 1998).

Urval av probiotiska bakterier

Vid urval av potentiellt probiotiska bakterier till djur finns det ett flertal kriterier
som maste uppfyllas. Bland dessa finns:

e Tolerans mot syra: for att kunna Overleva passage genom magsdck och
duodenum.

e Tolerans mot gallsyra: for att Overleva passage genom framre delen av
tunntarmen.

e Produktion av antimikrobiella substanser: for att konkurrera med patogena
organismer.

e Adhesion till tarmens mukosa: for att fa en effektiv kolonisation av tarmen
och for att forhindra adhesion av andra mikroorganismer till adhesionsplatser.

e Goda tekniska egenskaper: tdla virme vid fodertillverkning, stabilitet hos
stammen, overlevnad i produkten (Nousiainen et al, 2004).

Probiotikans gynnsamma effekt

Probiotika har i ett flertal fall visat sig ha gynnsam effekt. Hos ménniska
stabiliserar ~ probiotikasupplement  innehéllande L.  acidophilus  och
Bifidobacterium bifidum tarmmikrofloran vid antibiotikabehandling (Madden et
al, 2005).

Probiotika, innehallande bl.a. L. casei subsp. rhamnosus (LGG), forhindrar
antibiotika associerad diarré och akut diarré hos minniska (D’Souza et al, 2002;
Rautanen et al, 1998; Vanderhoof et al, 1999), samt minskar risken for turistdiarré
(Oksanen et al, 1990).

Vid supplementering med L. fermentum minskar utbredning och grad av atopisk
dermatit hos unga barn med mattlig till grav sjukdom (Weston et al, 2005).



Probiotika, innehallande B. infantis, B. bifidus och Staphylococcus thermophilus,
minskar incidens och grad av nekrotiserande enterokolit hos prematura spadbarn
(Bin-Nun et al, 2005).

Mjolk med en tillsats innehdllande L. acidophilus eller yoghurtkultur
(innehallande L. lactis och S. thermophilus) minskar symtomen hos
laktosintoleranta barn (Montes et al, 1995).

Hos immunodefekta mdss kan probiotika éndra, och vissa probiotiska bakterier
dven Oka, antikroppssvaret mot Candida albicans (Wagner et al, 2000).

Vid inducerad ulcerativ kolit hos laboratorieméss kan L. casei bl.a. forbéttra
blodparametrar, minska viktnedging, samt ge ett snabbare tillfrisknande &n hos
kontrollgruppen. L. casei forhindrar dock inte induktion av sjukdom (Herias et al,
2005).

Ett flertal mjolksyrabakteriespecies himmar vixt av svamp (Strom, 2005).

Probiotika och hést

Probiotisk behandling pé hidst ar ett omradde didr endast begrdnsad méngd
forskning har gjorts. I en studie visar man att tva olika kommersiella probiotiska
produkter (den ena innehéllande L. plantarum, L. casei, L. acidophilus, S. faecium
och den andra L. acidophilus, S. faecium, B. thermophilum och B. longum) inte
skyddar mot Salmonellainfektion eller Salmonellautsondring hos kolikhéstar. De
forhindrar inte heller postoperativ diarré, minskar inte antalet dagar pa
djursjukhus eller kortar durationen péd antibiotikabehandling hos kolikhdstarna
(Parraga et al, 1997). I en likande studie kan man inte heller pévisa att probiotika
(innehdllande L. lactis, Enterococcus faecium, jastceller och vitaminer) minskar
Salmonellautsondring, forekomst av feber, diarré eller leukopeni hos kolikhéstar
(Kim et al, 2001).

L. rhamnosus stam GG (LGGQG) dr en probiotisk bakterie som har studerats mycket
hos ménniska. Hos hist 4&r LGG-kolonisation av tarmen dock sporadisk och dalig.
Hos ol har LGG storre formaga att kunna kolonisera tarmen. Detta kan bero pa
att LGG har humant ursprung och dérfor inte &r anpassad till den vuxna histens
mikroflora eller att bakterien inte kan adherera till epitelcellerna i tarmen (Weese
et al, 2003).

L. pentosus ar en potentiell probiotisk bakterie hos hdst som é&r isolerad frén
histens gastrointestinalkanal. Den innehar bade in vitro och in vivo egenskaper
som skulle kunna vara anvidndbara i1 profylax och behandling av enteriska
sjukdomar hos hést. Bakterien dverlever transporten genom bdde vuxna histars
och fols gastrointestinalkanal. Dessutom kan bakterien himma Salmonella spp,
Clostridium difficile och C. perfringens in vitro (Weese et al, 2004). I ett forsok
med denna bakterie, kan den inte forhindra diarré hos neonatala fol. Istillet
pavisas ett samband mellan behandling med L. pentosus och utveckling av diarré
(Weese & Rousseau, 2005).

Det finns dock studier med positiva resultat. I ett forsok visar man att probiotika
okar tillvdxten, ger béttre intestinal hilsa och minskar forekomsten av diarré hos
neonatala fol. Probiotikan bestod av 5 Lactobacillus stammar (L. salivarus, L.
reuteri, L. crispatus, L. johnsonii och L. equi) som isolerats fran friska hédstar
(Yuyama et al, 2004).



Antibiotikaassocierad diarré hos hést

Antibiotikaassocierad diarr¢ (AAD) ar en allvarlig komplikation vid
antibiotikabehandling av hidstar. AAD dr kopplat till behandling med att flertal
olika antibiotika. Bland annat pavisas akut kolit associerad med C. perfringens vid
antibiotikabehandling (dihydrostreptomycin, penicillin, ampicillin, metronidazol,
trimetoprim + sulfadiazin) av vuxna héstar (Béverud et al, 1997; Béverud et al
2003), samt hos folston vid behandling av deras f6l med erythromycin och
rifampicin  mot Rhodococcus pneumoni (Baverud et al, 1998). Vid
tetracyklinbehandling i kombination med stress hos hést, pavisas diarré som foljd
(Baker et al, 1973).

MATERIAL OCH METODER
Provtagningsmaterial

Faecesprover togs fran ridskolehédstar pa Djursholms ridskola 1 Stockholm.

Inklusionskriterier
1. Hast med en maximal alder av 10 ar

2. Kliniskt fri fran uppenbar sjukdom enligt provtagarens bedémning

Exklusionskriterier

1. Antibiotikabehandlad inom det senaste aret

Utvalda héstar

Av 65 tillgdngliga ridskolehdstar valdes &tta stycken ponnyer och hidstar av
varierande raser och kon, i dldern 6 — 10 ar, ut f6r provtagning enligt inklusions-
och exklusionskriterierna. Héstarna utfodrades med ho, havre, betfor och
mineraler, samt at farskt grés i hage. Histarna redovisas 1 Tabell 1.



Tabell 1. Héstar som ingick i studien

Namn Ras Alder Kon
Hast
1 Walentino Svenskt halvblod 6 ar Valack
2 Maberto Svenskt halvblod 6 ar Valack
3 Pantara Ponny av okénd 6 ar Sto
hérstamning
4 Hagens Zorba Connemara 7 ar Sto
5 Paint Ball Ponny av okédnd 7 ar Valack
hirstamning
6 Miracoli Ponny av okénd 8 ar Valack
hirstamning
7 Hagens Xtra Connemara 9 ar Sto
8 Hagens Windsor Connemara 10 ar Valack

Provtagningsmetodik

En handfull faeces samlades direkt rektalt fran héstarna med en handskbeklddd
hand och glidmedel. Proverna lades i forslutningsbara plastburkar med lock och
transporterades i1 kylvéska med kylklampar direkt till laboratoriet.

Inga tvangsmedel behdvdes anvidndas vid provtagningen.

Laboratoriematerial

Glidmedel
Apotekets glidmedel fran ACO.

Peptonvatten

Innehéllande 1 gram pepton (neutralized bacteriological peptone fran Oxoid), 8,5
gram NaCl, 1000 ml destillerat vatten.

Spéadningsvitska
Innehallande 0,1 % pepton, 0,85 % NaCl och destillerat vatten.

MRS agar

Man Rogosa Sharp tillverkad med MRS Boillon frdn Merck och Oxoid L11-agar
fran Oxoid.

Blodagar
Notblodagar fran SVA med blodagarbas bestaende av 5 % ndtblod.



Nedfrysningsbuljong
Innehéllande BHI (brain heart infusion fran Oxoid) + 17 % glycerol.

API-test

API 50 CH och API 50 CHL medium fran Biomérieux anvéndes. API CH 50 kan
tillsammans med API 50 CHL medium anvidndas f{or identifiering av
Lactobacillus spp. och nérstdende slikten. Testet bestar av 50 biokemiska tester,
som undersoker mikroorganismers kolhydratmetabolism.

PCR
Vid PCR-reaktionen anvdndes PCR-apparaten PTC 200 fran MJ Research.

PCR-produkten renades med GFX PCR — DNA and Gel Band Purification Kit
frdn Amersham Biosciensce.

Sekvensering

Sekvensreaktion utfordes genom “Cycle Sequencing” med Gene Amp PCR
System 2700 fran Applied Biosystems och Big Dye Terminator v3, 1 Cycle
Sequencing Kit fran Applied Bioscience anvindes.

Vid sekvenseringen anvdndes 3100 Genetic Analyzer frdn Applied Biosystems.

Datorprogram vid sekvensanalys

Vid sekvensanalysen anvindes datorprogrammet Vector NTI Suite 9 frin
InforMax.

Databaser for sekvensjamforelser

Vid sekvensjamforelser anvdndes databaserna Ribosomal Database Project - II
och GenBank, som administreras av National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

Laboratoriemetodik
1. 10 g faeces + 90 ml peptonvatten (0,2%) vidgdes upp i1 dubbla Stomacherpésar.
2. Proverna homogeniserades i Stomacher 1 3 minuter.

3. Spiadningsserie utfordes fran 1:10 till 1:1000 000. 1 ml fr&n Stomacherpasen
(spadning 1:10) dverfordes till ett provror med 9 ml spadningsvitska. Dérefter
skedde noggrann blandning. Resterande spddningsserie gjordes genom att 1
ml Gverfordes frén foregdende spddning, dvs 1:10 tom 1:10 000, till
ndstkommande ror med 9 ml spadningsvétska.

4. 0,1 ml frén vardera r6r i spddningsserien racklades ut pA MRS-agar.

5. Odling anaerobt vid 37°C 1 2-5 dygn.
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Identifiering samt registrering av morfologiskt presumptiva Lactobacillus
spp.: utvixta bakteriekoloniers makroskopiska och mikroskopiska morfologi
studerades, samt gramfirgning utférdes.

Presumptiva Lactobacillus spp. (kolonier vars koloniutseende liknade de som
vid gramfidrgning visat sig vara grampositiva/gramvariabla kocker och stavar)
stroks ut pd MRS-agar och blodagar, samt odlades anaerobt vid 37°C 1 2-5
dygn.

Utvixta bakteriekoloniers mikroskopiska och makroskopiska morfologi
registrerades, samt gramfargning utfordes.

Olika kolonier vars koloniutseende Overensstimde med presumptiva
Lactobacillus spp (grampositiva/gramvariabla kocker och stavar) stroks ut pa
MRS-agar eller blodagar fran ursprungsplattorna (odling fran spadningsserien)
eller frdn renstrykningsplattorna (punkt 7), samt odlades anaerobt vid 37°C i
2-5 dygn.

Bakterierna fran plattorna stroks om pa blodagar for att fa en titare véxt infor
nedfrysning, samt odlades anaerobt vid 37°C i 2-5 dygn.

. Nedfrysning: 2 ml nedfrysningsbuljong pipetterades ut pa agarplattorna.

Diérefter slammades bakteriekolonierna upp i nedfrysningsbuljongen m.h.a. en
rackla. Uppslamningen fran vardera agarplatta dverfordes till ett Nunc Cryo
Tube Vials med en glaspipett. Proverna frystes ned i -70°C.

Nedfrysta prover odlades fram anaerobt pa blod- samt MRS-agar vid 37°C i
24-48 timmar.

API 50 CH-test sattes med bakteriematerial frin MRS-agar.

API 50 CH-testen avldstes efter 48 timmar = 6 timmar i anaerob miljo vid
37°C.

Bakteriestammarna identifierades mha datoridentifieringsprogrammet for
testet.

Testresultaten beddmdes, samt urval av isolat for vidare identifiering med
PCR och sekvensering av 16S rRNA genen utfordes.

Fem stycken isolat frdn nedfrysta prover stroks ut pA MRS-agar och odlades
anaerobt vid 37°C 1 2 dygn.

Identifiering utférdes med PCR och sekvensering av 16S rRNA genen.

Anaerob odling skedde i1 anaerobklocka (GasPack System) vid 37°C med
AnaeroGen anaerobpasar fran Oxoid. Indikatorstrips anvédndes for att sdkerstélla
anaerob miljo vid odlingen.

Gramfargning

l.

2
3.
4

Kristallviolett 1 minut

. Avskdljning med vatten

Lugols 16sning 1 minut

. Avfirgning med acetonsprit



Avskoljning med vatten
Saffranin 10-20 sekunder
Avskoljning med vatten
Torkning

Sl

Metodbeskrivning PCR och sekvensanalys
Koklysat

Koklysatet framstilldes genom att bakterieisolaten forst tvittas i PBS. Dérefter
kokades isolaten 1 vatten for att frigora det templat (DNA) som anvéndes vid
PCR-reaktionen.

PCR (polymerase chain reaction)

Forst blandades en PCR-mastermix (redovisas i Tabell 2) till vilken 1 eller 3 pl
templat (bade ospadd och i spddning —1) tillsattes, dvs. totalt 4 stycken prover fran
varje isolat (1 st. ospadd 1 ul, 1 st. ospadd 3 pl, 1 st. spddning -1 1 pl, 1 st.
spadning -1 3 ul).

Mastermix och templat kdrdes sedan i PCR-apparaten i 30 cykler for att framstélla
en PCR-produkt, dvs. en amplifiering av bakteriens 16S rRNA-gen.

Tabell 2. Innehall mastermix

Mastermix ul
Koncentration

Vatten 34,8

1x 10 x PE-buffert 5

0,2mMx 4 10 mM chase = 2,5 4

mM/dNTP

1,5 mM 25 mM MgCl, 3

10 pmol Primer U1 = 593 1

10 pmol Primer U8 = Kag001 1
5 units/pl Taqgpolymeras PE 0,2

Agarosgelelektrofores

For att kontrollera att reaktionsblandningarna innehdll DNA-produkter av ritt
storlek, utfordes en elektrofores 1 agarosgel. Forst gjots en agasrosgel med
brunnar. Till agarosgelen hade ethidiumbromid, vilket binder till DNA och
fluorescerar 1 UV-ljus, tillsatts. Gelen placerades i en buffertlosning och 1
brunnarna pipetterades sedan PCR-produkten, med en tillsats av ett fairgdmne,
bromfenolblétt. Intill proverna hade dven en storleksmarkor placerats. Darefter
utfordes elektroforesen.

Efter den utforda elektroforesen kontrollerades forekomsten av DNA-produkter
m.h.a. UV-ljus och gelen fotograferades.
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Rening av PCR-produkter

De framtagna PCR-produkterna renades sedan, for att fa fram en DNA-produkt sa
fri som mdjlig fran bl.a. fria nukleotider. Vid reningen anvindes GFX PCR -
DNA and Gel Band Purification Kit.

Sekvensreaktion

Forst blandades en sekvensmix (Tabell 3). Till sekvensmixen tillsattes templatet,
dvs. 0,5 ul renad PCR-produkt. Déarefter kordes sekvensreaktionen i 25 cykler.
Efter sekvensreaktionen hade en sekvensprodukt, dvs. en amplifiering av utvalda
regioner (generella regioner U1-U6 och U8) pa 16S rRNA-genen, framstéllts.

Tabell 3. Innehall i sekvensmixen

Mingd
Innehéll
Vatten 5,2 ul
Buffert 1,5 ul
Primer (1 pmol/ul) 1,8 ul
Big Dye 1l

Primrar som anvindes vid sekvensreaktionen redovisas 1 Tabell 4.

Tabell 4. Primrar

Benédmning
Malregion for primer
Ul 583
U2 584
u3 631
U4 538
uUs Kag011
U6 Kag006
U8 Kag008

Sekvensering

Forst utfordes en féllning av sekvensprodukten genom att 27 pl 95% etanol, 1 pl
125 mM EDTA och 1 pl 3M Na-acetat tillsattes sekvensprodukten, samt tvatt med
40 ul 70% etanol med 15 minuter efterféljande centrifugering 1 1600 rpm och
dérefter tillsattes 12 pul formamid. Dérefter utfordes sekvenseringen.

Sekvensanalys

Efter sekvenseringen utfordes en redigering av sekvenserna, dir de svérlédsta
avsnitten i1 borjan och slutet av sekvensen plockades bort. Dérefter sattes
sekvenserna ihop till en fullstindig gen, en sk. contig, och PCR-
primersekvenserna avlidgsnades. Den fullstindiga genen kontrollerades att det
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fanns god Overensstimmelse mellan delsekvenserna. Efter det jamfordes
sekvenserna med befintliga sekvenser i databaserna Ribosomal Database Project -
II och GenBank.

RESULTAT

Vid identifiering och registrering av presumptiva Lactobacillus spp. kunde 35
stycken olika bakteriekolonier hittas vid makroskopisk undersokning (punkt 6 1
laboratoriemetodik). Vid gramfirgning och mikroskopisk morfologi av dessa,
hade 18 stycken ett mikroskopiskt utseende dverensstimmande med Lactobacillus
spp. (grampositiv/gramvariabel stav). Av dessa 18 beddmdes 16 stycken som
gramvariabla och Ovriga som grampositiva. 17 stycken bedomdes ej tillhora
Lactobacillus spp. Vid renstrykning av de 18 stycken presumptiva Lactobacillus
spp., samt gramfargning efter odling kunde ytterligare 4 stycken beddomas ej
tillhora Lactobacillus spp. (punkt 8 i laboratoriemetodik).

Figur 1. Lactobacillus pa MRS-agar.

Vid framodling av olika kolonier med ett makroskopiskt utseende
Overensstimmande med presumptiva Lactobacillus spp. (grampositiva eller
gramvariabla kocker eller stavar) frdn ursprungsplattorna, kunde vixt enbart
pavisas pa en platta (punkt 9 i laboratoriemetodik). Detta moment upprepades och
bakterier frn renstrykningsplattorna samt fran den platta pa vilken bakterier hade
vaxt fram, stroks ut (punkt 7 i laboratoriemetodik). Efter anaerob inkubering av
dessa plattor kunde vixt pavisas pad 33 stycken plattor. Dessa 33 isolat fick
bendmningen nummer 1 t.0.m. 33 innan nedfrysning.

Vid framodling av de nedfrysta isolaten kunde vixt pavisas pd samtliga
blodagarplattor, samt pa alla MRS-plattor utom den f6r isolat nummer 25. API-
test pd isolat nummer 25 utfordes darfor frén blodagar istéllet for MRS-agar.

Vid avlidsning av API CH 50-testerna registrerades ett jdsningsresultat som
positivt (+) vid gult eller svart (brunn nummer 25) firgomslag, negativt (-) vid lila
farg eller som osdkert (?) vid ett firgomslag som inte Overensstimmer med
positivt resultat. Vid avldsning av API-testet for isolat nummer 9 kunde ett
genomgdende negativ resultat pavisas. API-testet for isolat nummer 9 utfordes
darfor pa nytt.
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Figur 2. API-test for Lactobacillus acidophilus 3.

Resultaten fran identifieringsprogrammet for API 50 CH redovisas i Tabell 5. De
numerdra bendmningarna av bakterierna 1 Tabell 5 &r de bendmningar som
isolaten fick i identifieringsprogrammet for API 50 CH.

Isolat vars identifiering bedomdes som unacceptabel profile/low
discrimination/doubtful profile” av identifieringsprogrammet, bedomdes ej kunna
identifieras sikert med API 50 CH. Dessa isolat var nummer 8, 9, 14, 18, 20, 26,
27,28, 29, 32 och 33.

Isolat nummer 9, 14, 27, 29 och 32 valdes ut for identifiering med PCR och
sekvensanalys av 16S rRNA genen.
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Tabell 5. Resultat av API 50 CH samt ursprung

API 50 CH Haist

Isolat

1 L. plantarum 2 Hagens Zorba

2 L. acidophilus 1 Hagens Zorba

3 L. acidophilus 1 Hagens Windsor

4 L. plantarum 2 Hagens Windsor

5 L. acidophilus 1 Hagens Windsor

6 L. acidophilus 1 Hagens Windsor

7 L. acidophilus 1 Hagens Windsor

10 L. acidophilus 3 Miracoli

11 L. acidophilus 1 Miracoli

12 L. plantarum 2 Miracoli

13 L. fermentum Miracoli

15 L. fermentum Miracoli

16 Leuconostoc lactis Miracoli

17 L. acidophilus 3 Pantara

19 L. plantarum 2 Pantara

21 L. acidophilus 3 Pantara

22 L. plantarum 2 Pantara

23 Leuconostoc lactis Miracoli

24 L. acidophilus 3 Maberto

25 L. acidophilus 3 Maberto

30 L. plantarum 2 Paint Ball

31 L. fermentum Paint Ball

Vid kontroll av forekomst av DNA-produkter i agarosgelen, kunde det med UV-
ljus pévisas att samtliga prover med PCR-produkter inneh6ll DNA. PCR-
produkten var dven av ritt storlek och enbart ett band kunde pévisas i varje
provfil. Utifran bandens utseende valdes de fem proverna med tydligast och mest
distinkta band ut for rening och sekvensanalys.
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Bild 3. Agarosgelelektrofores av PCR-produkterna. Lingst till vinster i 6vre och
nedre raderna av provfilar ses DNA-storleksmarkérer. I den ovre raden finns
reaktionsblandningarna for isolat nummer 9, 14 och 27 (fira stycken
rekationblandningar per isolat) sett fran vdinster till héger. I nedre raden finns
raktionblandningarna for isolat nummer 29 och 32 sett fran vdnsten till hoger,
samt en negativ och en positiv kontroll.

Vid sekvensanalysen av isolat nummer 9, 14 och 27 kunde en god uppldsning av
sekvensen ses med liten bakgrundstorning. Ul-sekvensen hos isolat nummer 32
kunde inte anvéndas eftersom det fanns mycket bakgrundstdrning och sekvensen
kunde inte ldsas med god sdkerhet. Vid jamforelse mot databaserna kunde en
mycket god Overensstimmelse ses hos alla isolat utom isolat nummer 29.
Sekvenserna av isolaten 9, 14 och 27 representerar samma art, L. equi, men ir ¢j
identiska och har darfor troligen olika ursprung. Sekvenserna av isolat nummer 29
representerar troligen en ny art inom genus Lactobacillus. Den kan eventuellt

dven representera en art, som inte tidigare har sekvenserats. Resultat redovisas 1
Tabell 6.
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Tabell 6. Resultat av sekvensering av 16S rRNA och ursprung

Antal Kommentar Resultat Hast
nukleotider

Isolat

9 1467 Bra sekvensdata L. equi (99,9% likhet med Miracoli
typstammen). En
nukleotisskillnad mot
typstammen.

14 1467 Bra sekvensdata L. equi (99,9% likhet med Miracoli
typstammen). Ej identisk
med isolat 9. Tva
nukleotidskillnader mot
typstammen.

27 1467 Bra sekvensdata L. equi (99,9% likhet med Maberto
typstammen). Ej identisk
med isolat 9 eller 14. Tva
nukleotidskillnader mot
typstammen.

29 628 + 856 Ej bra Lactobacillus sp. Blir tva Paint Ball
sekvensdata contigs, som bada har hogst
sekvenslikhet (98,8 resp.
98,6%) med en bakteriestam,
som ej har kunnat odlats
(klon wet 199). L. salivarus
hamnar ocksa relativt hogt pa
listan.

32 1481 Bra sekvensdata L. mucosae (99,9% likhet Walentino
med stam RA2071, d.v.s. en
nukleotidskillnad).

DISKUSSION

Arbetet vid laborationerna har fungerat bra utan storre svérigheter. Vid
undersokning av den mikroskopiska morfologin kunde faststéllas att merparten av
de gramfirgade kolonierna var gramvariabla. Detta kan forklaras med att dldre
lakobacillkulturer fran mycket sura miljoer kan tendera till att bli gramnegativa
(Danielsson-Tham & Greko, 2002). En annan forklaring kan vara felaktigt
utforande vid gramférgning.

Anledning till déligt odlingssvar vid ursprungliga framodlingen av bakterieisolat i
punkt 9 i laboratoriemetodik har ej kunnat faststillas. Flera olika anledningar har
kunnat uteslutas. Bland dessa finns bristande anaerob miljo vid odlingen, vilket
sdkerstillts genom anvdndande av indikatorstrips i anaerobklockorna och felaktig
odlingstemperatur, vilket sédkerstdllts genom kontroll av vidrmeskapens
temperatur. En mojlighet kan vara dalig vitalitet hos bakterierna efter
kylsképsforvarning.

Det fullstandigt negativa resultatet vid den forsta avldsning av API-testet for isolat
nummer 9, kan ha orsakats av att inga bakterier 6verlevt vid uppslamningen i API
50 CH medium och att bakterierna dog under den anaeroba inkubationstiden i
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varmeskéapet. Mgjligheten att isolat nummer 9 ej dr en laktobacill har uteslutits,
eftersom ett annorlunda resultat kunde avlédsas da isolatet testades en andra gang.

Vid urval av isolat for fortsatt identifiering med PCR och sekvensering av 16S
rRNA genen, begrdnsades antalet isolat till 5 stycken. Begransningen av antalet
beror pa tids- och ekonomisk begrinsning. De isolat vars prelimindra bakteriella
identifiering vid API-testet redan hade pavisats (d.v.s. isolat 8 och 26) hos ett
annat isolat, valdes bort vid urvalet. Av de kvarvarande isolaten valdes 5 stycken
isolat ut, med utgangspunkt frdn den prelimindra identifieringen. Urvalet
anpassades till mojlighet att f4 sd manga nya identifierade Lactobacillus-stammar
som mojligt.

Eftersom DNA-produkter kunde pavisas i samtliga PCR-prover efter elektrofores,
kan slutsatsen dras att primrarna som anvindes var vil anpassade till den gen,
vilken skulle amplifieras och att de ar ldmpliga att anvdnda vid PCR av 16S
rRNA-genen tillhérande Lactobacillus spp.  Primrarna hade ockséd bara
amplifierat den gen som var avsedd att amplifieras, vilket kunde visas genom att
PCR-produkten var av ritt storlek. Eftersom enbart ett band kunde ses i varje
provfil, kunde man dven pévisa att primrarna bara hade passat till de regioner pa
genen som de var avsedda for.

Anledningen till att Ul-sekvensen inte kunde anvindas hos isolat nummer 32 kan
vara att provet inte var helt torrt innan sekvenseringen, kontamination av provet
eller en storning hos polymeren. Det var mdjligt att identifiera bakterien, trots att
Ul-sekvensen inte kunde anvindas. Orsaken till att det blev tvd contigs, da
sekvensen hos isolat nummer 29 sattes samman beror pé att datorprogrammet inte
kunde hitta dverlappningarna. Detta beror pa att sekvensen frdn U2-primern inte
var tillrackligt lang.

I likhet med resultat frdn dldre studier har vid det hér forsoket L. plantarum, L.
equi (Morotomi et al, 2002) och L. mucosae (Rafat et al, 2005) lyckats isoleras.
Att vissa stammar som isolerats i tidigare forsok inte har kunnat pdvisas i1 detta
forsok, kan bero pé att dessa ej finns hos de provtagna histarna eller att vissa av
stammarna ej har kunnat identifieras. Det gar 1 nuldget inte att dra en parallell till
resultat fran tidigare liknande forsok gjorda under svenska forhallanden, eftersom
sddana forsok inte existerar.

Fortsatt forskning kring dessa isolerade stammar behovs for att kunna faststdlla
dess probiotiska potential. I denna forskning bor bl.a. tolerans mot syra och
gallsyra, adhesionforméga till tarmepitel, kolonisationsformaga av tarm och
produktion av  antimikrobiella  substanser faststdllas.  Ddirefter  bor
placebokontrollerade och ”blinda” forsok utforas pa héstar. Isolerade stammar bor
aven undersokas angdende forekomst av resistensgener. Detta for att forhindra att
resistensgener Overfors till andra bakterier, vid anvdndandet av en framstilld
probiotisk produkt innehallande de isolerade stammarna.

Utokad forskning bor dven ske generellt inom anvindningsomradet probiotika pa
hist. Denna bor specifikt utforas pa svenska héstar med stammar framtagna for att
passa de svenska héstarna. Dessutom bor forskningen riktas mot
probiotikaprofylax och -behandling vid specifika sjukdomar och agens.

Vid framtida liknande forsok bor en storre del av héstpopulationen inbegripas av
forsoket. Man bor bl.a. isolera laktobaciller fran ett storre antal héstar, fran
grupper av histar med varierande geografisk lokalisation och fran héstar med en
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storre aldersvariation (f.f.a. yngre hdstar och fo6l) 4n vad som har kunnat
genomforas i detta forsok. Detta for att i ett material som béttre Gverensstimmer
med den svenska hastpopulationen.

Fortsatt forskning bor utforas pa isolat nummer 29 for att karakterisera bakterien
nidrmare och se om den kan beskrivas som en ny art. Vid eventuell fortsatt
forskning bor sekvenseringen goras om for att f4 en perfekt sekvens. Man bor
ocksa sekvensera de isolat, som inte sdkert kunde identifieras i denna studie.

KONKLUSION

Vid detta forsok kunde foljande Lactobacillus spp identifieras: L. acidophilus, L.
plantarum, L. fermentum, L. equi, L. mucosae och en ny Lactobacillus sp. fran
normala  tarmfloran hos friska svenska héstar. Dessutom kunde
mjolksyrabakterien Leuconostoc lactis pavisas.
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