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SAMMANFATTNING

IBD &r en forkortning for inflammatory bowel disease vilket innebdr att patienten har
inflammation i tarmen och kan fa gastrointestinala symtom sasom krakningar, diarré och
illamaende. ldag finns inga snabba och enkla diagnostiska metoder for IBD. Hundar med
sjukdomen behdéver ga igenom manga olika undersékningar, daribland gastro- och koloskopi.
Den har litteraturstudien undersoker mojligheten till diagnosticering med hjalp av fekal
provtagning. Om detta skulle fungera skulle det bidra till mindre lidande for patienterna da de
slipper mer invasiva ingrepp. Det &r ocksa troligt att de skulle kunna fa sin diagnos fortare och
darigenom fa vénta kortare tid pa behandling eftersom farre undersokningar behovs.

Hundar med IBD har en tarmflora som skiljer sig fran friska hundars. Det innebér att det, om
skillnaderna ar tillrackliga, skulle kunna avgtras om en hund har IBD bara genom en analys av
mikrobiomet via det fekala provet. Det skulle eventuellt &ven kunna avgéras om en hund har
risk att utveckla IBD genom att undersoka mikrobiomet hos hunden, men detta beror pa om det
ar den storda bakteriefloran som ger IBD eller om det &r inflammationen som ger det onormala
mikrobiomet.

Resultatet i den hér studien &r splittrat. Alla artiklar ar enade kring att hundar med IBD har en
okad forekomst av Proteobacteria medan artiklarnas resultat ar varierande i fragan om
Firmicutes da vissa studier pavisar en minskad foérekomst och andra en 6kad forekomst. De
flesta, men inte alla, studier &r éverens om att fylumet Bacteroidetes minskar hos hundar med
IBD.

Mikrobiomet hos hundar med IBD verkar skilja fran mikrobiomet hos hundar med andra
gastrointestinala sjukdomar, men resultatet ar mer tydligt pa lagre fylogenetiska nivaer an pa
fylumniva. Framforallt ar skillnaderna mellan exokrin pankreasinsufficiens och IBD lite oklara
eftersom det vid exokrin pankreasinsufficiens &r bade en 6kning av vissa bakterier inom fylumet
Firmicutes och en minskning av andra bakterier inom samma fylum och man i forskningen om
IBD har tvetydiga resultat vad géller just detta fylumet Firmicutes dér vissa studier ser en
6kning och andra en minskning av bakterier inom detta fylum. Har ses en del skillnader lite
tydligare pa familj-niva da det ses att det ar olika familjer inblandade inom fylumet Firmicutes
for de olika sjukdomarna.

Resultatet ar éverlag lite tvetydigt. Studierna ar 6verens om att mikrobiomen skiljer sig mellan
hundar med IBD och friska hundar, sa ett diagnostiskt test som bygger pa detta bor vara mojligt
att utveckla. Det behdvs dock mer forskning for att sékerstalla exakt pa vilka satt mikrobiomen
skiljer sig fran varandra.

Fekala test for analys av mikrobiom for att upptacka sjukdomen IBD &r under utveckling inom
humanvarden och det & med andra ord majligt att utveckla sadana tester. Tekniken finns idag,
det som behdvs ar ett mikrobiom som kan anses vara standard som sjuka hundars mikrobiom
kan jadmféras med for att beddma om de har obalans i mikrobiomet, vilket kallas dysbios.
Forskningen behdver fokusera pa att hitta bakterier som kan fungera som biomarkorer for att
fortsatta utveckla dessa test.



SUMMARY

IBD, which is short for inflammatory bowel disease, is a disease which gives the patient
gastrointestinal symptoms, such as nausea, diarrhoea and vomiting. Today we do not have a
quick, easy test for inflammatory bowel disease. To give the diagnosis IBD, you will have to
do multiple examinations of different kinds. If there are an easier way, which is not causing the
dog the suffering of having to experience gastro- or coloscopy and that may make it possible to
set the diagnosis in a shorter amount of time, that would be beneficial for the patients. This
essay is a literature study which investigate the possibility of using faecal samples as a
diagnostic method to identify IBD in dogs.

The thought is that the microbial environment in the intestine is different in dogs with this
disease than in healthy dogs and that this difference could be a way to distinguish the IBD dogs
from dogs with other gastrointestinal disorders. An expansion of that question is the query if it
would be possible to detect any indication of the risk of developing the disease, prior to any
gastrointestinal symptoms, by doing an analysis of a dog’s microbiome. Whether or not that
would be possible depend on if it is the bacteria that causes the inflammation or the
inflammation that favour certain kind of bacteria.

The result of this study is divided. In some cases, all studies show clear differences in the
composition of bacterial phyla. The phylum of Proteobacteria appears in greater amounts in the
IBD dogs than in the healthy control dogs. In that all the studies agree, whilst the results about
the phylum Firmicutes are more diffuse with varied results among the articles. Most of the
studies, but not all of them, agree that the amount of the phylum Bacteroidetes is decreased in
dogs with IBD.

The microbiome in dogs with IBD seems to be different from the microbiome in dogs with other
gastrointestinal disorders, but the divergence is clearer on lower phylogenetic levels than on a
phylum level. Above all the differences of exocrine pancreatic insufficiency and IBD are
uncertain since there is both a increase and a decrease of bacteria in the phylum Firmicutes in
the case of exocrine pancreatic insufficiency and the studies of IBD also shows a varied result
with both increases and decreases of the phylum. There are in this comparison more differences
on a family level than on a phylum level, since the diverseness is seen in different families in
the two compared diseases. More studies are needed in this area to investigate more distinct
diverseness that can be used in an ulterior diagnostic test.

The kind of diagnostic tests for IBD where you use a faecal sample and analysing the
microbiome is under development in the human medicine research. It is in other words possible,
but to develop it for dogs there is a need for more research on the standard microbiota in dogs
as well as appropriate biomarkers in form of bacteria. The result of this essay is therefore that
it would be possible to do this kind of test but in order to develop a reliable diagnostic method
there are a need for more studies.



INLEDNING

IBD é&r en forkortning av inflammatory bowel disease, vilket ar en kronisk tarmsjukdom som
orsakar lidande for de hundar som ar drabbade. IBD &r en uteslutningsdiagnos och diagnosen
ges inte till en hund forrédn andra majliga etiologier till hundens symtom har uteslutits (Simpson
& Jergens, 2011).

Vid IBD kan olika symtom fran magtarmkanalen upptrdda beroende pa vilken del av
organsystemet som ar drabbat. Patienten kan exempelvis ha kroniska krakningar, diarré och
viktminskning. Néar en utredning av hunden gors ar utgangspunkten att undersoka mojliga
etiologier till de symtom som hunden uppvisar. Differentialdiagnoserna for symtomet ska
darmed uteslutas. Detta kan goras med hjalp av avforingsprover, blodprover och bilddiagnostik.
Differentialdiagnoser kan exempelvis vara parasitara infektioner, nybildningar i
magtarmkanalen och exokrin pankreasinsufficiens. N&r andra etiologier har uteslutits
genomfors en gastro- eller koloskopi dér en biopsi av tarmslemhinnan tas. Biopsin undersoks
histologiskt for att utreda om det finns en inflammation i tarmen. (Simpson & Jergens, 2011)

Syftet med den hér uppsatsen ar att besvara om och hur mikrobiomet hos hundar med IBD
skiljer sig fran mikrobiomet hos friska hundar for att kunna besvara foljande fragestallningar:

«  Ardet mojligt att diagnosticera IBD hos hund med hjélp av analys av mikrobiomet i ett
fekalt prov?

» Skulle en analys av mikrobiomet hos en hund kunna ge en indikation for risken att
drabbas av IBD?

Ett sadant test skulle vara viktigt for att minska hundarnas lidande vid de diagnostiska
undersokningarna eftersom de nuvarande metoderna, gastro- och koloskopi, ar invasiva ingrepp
i jamforelse med ett enkelt avforingsprov. Det finns framgangsrik forskning pa denna typ av
diagnostiska tester pA manniska (Casén et al., 2015), vilket indikerar pa att det vore mojligt att
utveckla detta &ven for hund.

MATERIAL OCH METODER

Uppsatsen dar en litteraturstudie och de sokord som anvénts &r (dog OR dogs OR canine) AND
(microbiome OR microbiota OR gut flora) AND (IBD OR inflammatory bowel disease OR
chronic enteritis OR enteropathy). Aven sokorden (exocrine pancreatic insufficiency) AND
(microbiome OR microbiota OR gut flora) AND (dog) anvandes samt sokningen (QIIME) AND
(microbial) AND (16S rRNA) gjordes. Annu en sokning med sokorden (microbiome) AND
(dog OR canine) AND (diagnosis OR diagnostic test) samt sokningen (microbiome) AND
(fecal) AND (diagnosis OR diagnostic test) utfordes. Databaserna Web of Science, PubMed
och Google Scholar anvandes. Aven artiklarnas referenser nyttjades samt hemsidor for foretag
vars produkter tas upp.

LITTERATUROVERSIKT
Det fekala mikrobiomets betydelse i diagnostiken idag och i framtiden

Idag anvénds inte analys av mikrobiom fran fekala prov som ett diagnostiskt test. Det arbetas
dock aktivt for att driva fram denna typ av tester inom humanmedicinen. Exempelvis gjordes
en studie av Casén et al. (2015) dér syftet med undersékningen var att utveckla ett diagnostiskt
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test for att kunna identifiera dysbios, obalans i mikrobiomet, hos patienter med IBD och IBS
(irritable bowel syndrome). Detta skulle da géras med hjélp av analys av mikrobiomet som fatts
fram fran ett fekalt prov. I studien deltog 165 friska personer som referensgrupp for att kunna
skapa en profil av en frisk tarmflora och genom detta skapades ett dysbiosindex for att kunna
bedéma patienters mikrobiom. Darefter undersoktes prov fran 46 andra friska personer for att
finjustera vardena som fatts fram samt gjordes det ett test pa 127 personer med IBS for att
jamfdra vardena och kunna skapa modeller fér métmetoden och satta referensvarden. Profilen
som skapades samt indexet anvandes sedan som utgangspunkt nar 287 andra personer provtogs,
varav det var en blandning av IBD- och IBS-patienter samt friska frivilliga, for att bedéma
metodens kliniska duglighet i att upptacka dysbios hos patienterna. Resultatet av studien var att
dysbios upptécktes hos 74% av patienterna med IBS, 70% av aldrig behandlade IBD-patienter
och 80% av IBD-patienter med avstannad behandling. Hos de friska patienterna hittades
dysbios endast hos 16%. De storsta skillnaderna hos patienterna med IBD i studien jamfort med
referensvérdet var en skillnad i férekomsten av Proteobacteria, Firmicutes och Bacteroidetes.
Det sags en okning av Proteobacteria och en minskning av Firmicutes och Bacteroidetes hos
personerna med IBD. Testet beskrivs i studien vara det forsta kliniska testet som riktar in sig pa
att upptécka dysbios med hjélp av fekala prover. Det beddms dock att fler studier och mer
Klinisk erfarenhet av testet krévs innan en beddmning av testets tillamplighet kan géras eftersom
det forvantas finnas naturliga geografiska skillnader i mikrobiom som inte tagits tillracklig
hansyn till i denna studie (Casen et al., 2015). Det finns &ven en annan studie som undersdker
mojligheten till fekalt prov for analys av mikrobiom for att diagnosticera IBD hos barn (Papa
etal., 2012). Aven de hade resultat som ses som framgangsrika. Dock uttrycker de att metoden
i dagslaget inte kan ersatta gastro- och koloskopi med histologisk analys, men de tycker att den
ar ett effektivt komplement i diagnosticeringen av barnpatienter med IBD eftersom invasiva
ingrepp som gastro- och koloskopi garna undviks nér det handlar om barn (Papa et al., 2012).

Liang et al. (2017) har gjort en studie som undersdker om fekala bakterier kan anvandas som
biomarkdrer for kolorektalcancer. De har i studien upptéackt flera bakterier som kan associeras
med kolorektalcancer och i testet de undersokte i studien hade de tagit fram fyra
markdrbakterier som skulle ge diagnosen kolorektalcancer. Denna studie tog fram biomarkaorer
pa artniva och de bakterier som togs fram var Fusobacterium nucleatum, Bacteroides clarus,
Roseburia intestinalis och Clostridium hathewayi. Vidare studier behdvs dock dven i denna
undersokning da den endast ar utformad och testad i en vérldsdel och mikrobiomet skulle kunna
skilja sig pa andra kontinenter (Liang et al., 2017).

Enligt en reviewartikel av Suchodolski (2016) finns numera etablerade molekyl&ra metoder for
att faststélla dysbios hos hund, men att dessa metoder framst ar tillgdngliga att anvandas inom
forskning och inte som rutinundersokningar pa klinik. Mer kunskap behdvs dock for att veta
hur informationen som kan utvinnas fran dessa metoder ska anvandas. Idag finns exempelvis
inte vetskapen kring behandlingar i forhallande till mikrobiom. (Suchodolski, 2016)

Matmetoder

I alla studier extraherade man forst DNA ur proverna och sekvenserade detta. Dérefter gjordes
en polymerase chain reaction (PCR) (Van House et al., 2008; Suchodolski et al., 2010, 2012;
Isaiah et al., 2017; Omori et al., 2017). PCR ar en metod som amplifierar gensekvensen. Detta
sker genom att primers, DNA-polymeras och nukleotider tillsatts i DNA-provet. Primern féster



vid en sarskild punkt pa DNA som sedan med hjalp av DNA-polymeraset och nukleotiderna
replikeras (PCR-metoden - SVA). Sekvenserna som extraherats analyseras pa olika sétt.
Analyser som gors ar att jamfora 16S rRNA med data i olika databaser och anvénda sig av olika
mjukvaror till en dator som utfor analyser. Mjukvaror som anvants for analys av gensekvenser
ar QIIME, B2C2, PRIMER 6, CLUSTAL_W, BIOEDIT, DOTUR, CHECK_CHIMERA,
CHROMASPRO, PICRUSt och PINTAIL (Van House et al., 2008; Suchodolski et al., 2010,
2012b; Isaiah et al., 2017; Omori et al., 2017). QIIME anvéndes for att skapa rarefactionkurvor,
vilket illustrerar en uppskattning av mangfalden av bakterier i ett prov (Suchodolski et al.,
2012b; Isaiah et al., 2017; Kim et al., 2017; Omori et al., 2017). Namnda mjukvaroprogram
kan ocksa ta fram ett UniFrac-varde, vilket ar ett satt att hantera genetiska data for att kunna
jamfdra olika mikrobiom med varandra (Van House et al., 2008; Suchodolski et al., 2010,
2012b; lIsaiah et al., 2017; Omori et al., 2017).

En beskrivning av QIIME

I den har litteraturstudien ges en beskrivning av mjukvaran QIIME eftersom den &r den mest
frekvent anvanda mjukvaran av de som ndmnts i studerade artiklar (Suchodolski et al., 2012b;
Isaiah et al., 2017; Omori et al., 2017). QIIME é&r ett program skapat for att analysera
mikrobiom fran extraherade DNA-sekvenser (Hall & Beiko, 2018). QIIME star for Quantitative
Insights Into Microbial Ecology och anvénds for att analysera 16S rRNA, som &ar en markdrgen
for taxonomisk tillhérighet. Denna tas fram genom att isolera sérskilda gener, fylogenetiskt
informativa gener, vilka sedan amplifieras med hjéalp av PCR. | genen finns variationer som
anvands for att identifiera de olika taxonomiska grupperna och genom att mata antalet
variationer kan bakteriernas proportioner till varandra samt mangfalden av organismer i provet
uppskattas. For att gora detta anvénder sig programmet av bioinformatiska metoder samt
jamforelser med databaser. For att programmet ska kunna méta diversiteten i ett prov maste ett
fylogenetiskt trad byggas upp. QIIME kan sedan utifran detta ge ett UniFrac-véarde. QIIME kan
ocksa utfora rarefactionanalyser (Hall & Beiko, 2018).

Rarefactionanalys

QIIME kan, som ndmnts ovan, utfora en alfa-rarefactionanalys for att undersoka att analysen
av mikrobiomet i ett prov har varit tillrackligt djupgaende for att inte ha missat ett taxa. Om
analysen é&r tillrackligt djupgdende innebér det att tillrackligt manga avlasningar har gjorts pa
provet. Av denna rarefaction kan programmet skapa en kurva som baseras pa nagot som kallas
Shannon Diversity (Hall & Beiko, 2018). Shannon Diversity ar ett diversitetsindex som
berdknar information kring sléktskap och diversitet inom ett bakteriesamhélle. Detta berdknas
med hjalp av det totala antalet mikroorganismer i samhéllet, proportionen av den efterfragade
bakterien samt en siffra pa hur jamnt bakterien var fordelad i provet. Rarefaction ar en statistisk
metod som ska uppskatta hur manga operativa taxonomiska enheter (OTU) som finns i ett prov,
detta for att mata mangfalden av bakterier. OTU utlases da med hjalp av DNA-sekvensen och
kan avlasas pa olika taxonomiska nivaer (Kim et al., 2017).

UniFrac

Ar 2005 beskrevs en ny metod for datorhantering av genetiska data, som kan visa likheten
mellan olika bakteriella miljoer. Metoden kallas for UniFrac och méter det fylogenetiska
avstandet mellan olika taxa i ett fylogenetiskt trad. Avstandet méts med andra ord mellan ett
visst mikrobiom jamfért med ett annat mikrobiom. Innan denna metod utvecklades anvandes
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metoder som kunde ge resultat om de mikrobiom som jamfdrdes var 95% identiska eller mer. |
évrigt gjorde dessa metoder ingen skillnad pa om de jamforda mikrobiomen var 3% identiska
eller 40% identiska. Fordelen med UniFrac &r saledes att mer information kan fas dven mellan
de bakteriella miljéer som dar mindre an 95% identiska. Med hjélp av UniFrac kan graden av
skiljaktighet métas mellan olika gensekvenser. Vid denna metod anvands 16S rRNA-genen.
UniFrac kan anvéandas for att jamféra flera olika bakteriesamhéllen samtidigt eftersom det
fungerar som en mattenhet och darmed kan jamforas med standardiserade vérden. (Lozupone
& Knight, 2005)

Skillnader i mikrobiomet mellan friska hundar och hundar med IBD

Ar 2010 gjordes en studie dar det utférdes endoskopi pa hundarna for att f& fram biopsier
varifran bakterie-DNA kunde extraheras (Suchodolski et al., 2010). | IBD-gruppen fanns sju
hundar varav fyra hanar och tre tikar. Medianaldern i gruppen var 8,5 ar och alla hundar i
gruppen tillhérde olika raser. | kontrollgruppen var det sju hundar och alla var tikar.
Medianaldern i kontrollgruppen var 6 ar och tva var beaglar och resten var blandrashundar.
Efter extraktionen av DNA gjordes en amplifiering av 16S rRNA-genen. Klonade gensekvenser
jamfdrdes sedan med tidigare befintliga 16S rRNA-gener med hjalp av bland annat GenBank
och olika programvaror anvéndes for att strukturera upp gensekvenserna. Bland annat anvandes
ett program kallat DOTUR for att bestimma operativa taxonomiska enheter, vilka gavs
definitionen: mindre an 2% skillnad och 98% likhet mellan sekvenserna. Olika typer av analyser
gjordes dar gensekvensen jamfordes med de som fanns i databaser samt att metoden UniFrac
anvandes. Signifikanta skillnader hittades med flera av analysmetoderna, daribland UniFrac.
De storsta skillnaderna hittades pa genusniva, men indikationer for skillnader pa fylumniva
konstaterades ocksa. Hos hundar med IBD hittades rikligare méangd av bakterier som hor till
fylumet Proteobacteria &n hos kontrollgruppen. Detta géllde tre varianter av Proteobacteria,
Alfa-, Beta- och Gamma-proteobacteria. Ett exempel inom detta fylum &r bakterien
Pseudomonas vilken férekom hos alla sju hundar med IBD men bara hos en hund i
kontrollgruppen. En annan inom samma fylum &r bakterien Acinetobacter, vilken férekom hos
6 av hundarna med IBD och forekom inte alls hos kontrollgruppen (Suchodolski et al., 2010).
Bada dessa bakteriearter tillhor klassen Gammaproteobacteria (VetBact, u.a.a, VetBact, u.a.b).
En annan skillnad som papekades var att hundarna med IBD inte hade nagon forekomst av
Clostridier jamfort med forekomst hos fyra hundar i kontrollgruppen (Suchodolski et al., 2010).
Genus Clostridium tillhor fylumet Firmicutes (VetBact, u.a.c).

| en studie har det, med hjalp av ett t-test, setts att mangfalden av bakteriearter i mikrobiomet
var signifikant lagre hos hundar med IBD &n hos friska hundar (Van House et al., 2008). Antalet
hundar i studiens kontrollgrupp var nio och antalet hundar i IBD-gruppen var tio. Hundarna i
IBD-gruppen var av varierande raser, en av varje ras, medan variationen i kontrollgruppen var
mindre med bara tva representerade raser varav ingen av dessa fanns representerade i
IBDgruppen. Konen i IBD-gruppen var jamnt fordelade medan det i kontrollgruppen var en
tredjedel hanar och tva tredjedelar tikar. Proverna togs via endoskopi. Hundarna med IBD hade
en okad forekomst av bakterier inom familjen Enterobacteriaceae. Det pavisades ocksa att
hundarna med IBD hade 14,2 procentenheter fler Firmicutes samt 8,5 procentenheter farre
Bacteroidetes. Spirochaetes forekom inte alls hos hundarna med IBD medan de friska
hundarnas mikrobiom bestod till 10,3% av Spirochaetes. Majoriteten av de kontrollgruppens
tarmflora bestar av familjerna Clostridiaceae, Carnobacteriaceae och Helicobacteriaceae,
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medan hundarna med IBD har en tarmflora som framst bestdar av Clostridiaceae,
Enterobacteriaceae och Streptococaceae. Hundarna med IBD hade 20,2 procentenheter fler av
familjen Enterobacteriaceae, som hor till fylumet Proteobacteria (Van House et al., 2008) och
klassen gammaproteobacteria (VetBact, u.a.d), och 20,3 procentenheter fler Clostridiaceae,
som tillhar fylumet Firmicutes. Proportionellt var det ocksa fler av hundarna med IBD som
hade forekomst av Enterobacteriaceae medan det var lika vanligt med forekomst av
Clostridiaceae hos friska hundar som hos hundar med IBD &ven om méngden var storre hos de
sistnamnda. (Van House et al., 2008).

| studierna av Baumgart et al. (2007, Janeczko et al. (2008), Xenoulis et al. (2008) och
Suchodolski et al. (2010) som sammanfattas i studien av Simpson & Jergens (2011) pavisas det
hos flera olika arter en forskjutning i andelen gramnegativa bakterier respektive grampositiva
bakterier i forhallande till varandra i mikrobiomet som kunde associeras med inflammatoriska
tillstand i magtarmkanalen (Simpson & Jergens, 2011). Forskjutningen innebar att grampositiva
Firmicutes &ar farre samtidigt som gramnegativa Proteobacteria, sasom familjen
Enterobacteriaceae, ar fler hos individer med inflammation i tarmen (Simpson & Jergens,
2011). Det har exempelvis setts en korrelation mellan héga nivaer av Enterobacteriaceae i
mikrobiomet och tarminflammation hos katt (Janeczko et al., 2008). | samma artikel har det
ocksa pavisats en korrelation mellan onormal struktur pa slemhinnan och graden av infiltration
av inflammatoriska celler, sdsom makrofager och lymfocyter, och férekomsten av
Enterobacteriaceae och Clostridium spp. Denna studie tog sina mikrobiotiska prover med hjalp
av endoskopi (Janeczko et al., 2008). Hos hundrasen Boxer har det pavisats att en bibehallen
forbattring av granulomatds inflammation i tarmen korrelerar med utrotning av invasiva
Escherichia coli och det finns potentiellt ett kausalt samband (Mansfield et al., 2009).
Escherichia coli tillnér familjen Enterobacteriaceae, familjen Gammaproteobacteria och
fylumet Proteobacteria (VetBact, u.d.d). Escherichia coli ar en kommensal i tarmen, men vissa
typer av bakterien kan orsaka tarmsjukdom som kan ge hunden diarré. Escherichia coli kan
ocksa ge urinvagsinfektion hos hund (Escherichia coli - SVA; Beutin, 1999).

| en nyare studie fran 2017 pavisades, till skillnad fran i de tidigare studierna, inga signifikanta
skillnader mellan hundar med IBD och kontrollgruppen pa fylumniva. Grupperna i denna studie
hade lika manga tikar som hanar i IBD-gruppen och en hane mer an antalet tikar i
kontrollgruppen. Genomsnittsaldern i dessa tva grupper var likvardig och raserna hade stor
variation i bada grupperna, ungefar en individ per ras, och samma raser fanns representerade i
bada grupperna. Antalet individer i kontrollgruppen var 15 stycken och i IBD-gruppen atta
stycken. | denna studie anvandes avforingsprover for att utféra undersdkningen (Omori et al.,
2017). | en annan undersokning fran 2014 (Honneffer et al., 2014), som gjorts som en
litteraturstudie, visas det pa att det finns dyshios hos hundar med IBD och den forskjutning som
setts hos hund &r en minskning av fylumen Firmicutes och Bacteroidetes i kombination med en
6kning av fylumen Proteobacteria och Actinobacteria och dessutom i dven en 6kning av ovan
namnda Bacteroidetes. Okningen av de sist nimnda bakterierna samt minskningen av
Bacteroidetes har pavisats med hjalp av prover fran slemhinnan, medan minskningen av
Firmicutes har pavisats bade med foregaende metod samt med fekala prover. De har resultaten
ar sammanfattade i en studie av Honneffer et al. (2014) och resultaten kommer ifran bérjan fran
studierna Xenoulis et al. (2008), Suchodolski et al. (2010) samt Suchodolski et al. (2012a). |
undersokningen fran 2017 (Omori et al.) kunde dessa forskjutningar som visades 2014 inte
pavisas med signifikans. Daremot kunde signifikanta skillnader visas pa lagre fylogenetiska
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nivaer. Familjen Paraprevotellaceae, inom fylumet Bacteroidetes, forekom med 0,05
procentenheter hogre antal hos hundar med IBD. Den tidigare omnamnda skillnaden i
forekomst av Firmicutes kunde inte pavisas med signifikans i den har studien daremot sags att
Eubacteriaceae (Omori et al., 2017), som tillhdr fylum Firmicutes (Eubacteriaceae, 2018),
forekom i storre mangder hos hundar med IBD. Precis som i studien fran 2010 anvéndes
UniFrac for att mata skillnaderna mellan mikrobiomen (Omori et al., 2017).

En annan studie tog avforingsprover pa totalt 19 hundar med IBD varav 10 stod pa behandling
och 9 var obehandlade och nyss diagnosticerade. Kontrollgruppen bestod av 32 hundar. Bada
grupperna bestod av privatdgda hundar som bodde i hemmiljo. | denna studie sags inga
signifikanta skillnader mellan hundar med IBD och kontrollgruppen. | studien kunde en trend
ses att hundar med obehandlad, aktiv IBD hade en minskning av Faecalibacterium spp. och
Turicibacter spp. jamfort med bade kontrollgruppen samt jamfort med gruppen med behandlad,
inaktiv IBD (Suchodolski et al., 2012b). Arten Faecalibacterium spp. tillhor fylumet Firmicutes
(Faecalibacterium, 2019) vilket &ven Turicibacter spp. gor (Turicibacter, 2018). | studien kunde
en signifikant minskning av genuset Fusobacterium ses hos hundar med obehandlad, aktiv IBD
jamfért med kontrollgruppen och en signifikant 6kning av bakterien kunde ses under perioder
da hundarna inte hade kliniska symtom pa IBD jamfort med perioden da symtom visade sig
(Suchodolski et al., 2012b). Genuset Fusobacterium hor till fylumet Fusobacteria (VetBact,
u.a.e).

Jamforelse av resultaten i de olika studierna om skillnaderna i mikrobiomet hos
hundar med IBD och friska hundar

Alla studier ser en 6kad forekomst av Proteobacteria hos hundar med IBD jamfort med friska
hundar (Tabell 1). I studien av Suchodolski et al. (2010) ndmns att det &r just alfa-, beta- och
gamma-proteobaceria, i andra studier, sdasom studierna av Van House et al. (2008) och Simpson
and Jergens, (2011), namns framforallt familjen Enterobacterieaceae, vilken hor till klassen
gammaproteobacteria inom fylumet Proteobacteria.

Om vi istallet tittar pa studiernas resultat av fylumet Firmicutes, ar det inte lika tydligt (Tabell
1). | studien fran Van House et al. (2008) ar resultatet att vi har 14,2 procentenheter fler
Firmicutes hos hundar med IBD an hos kontrollgruppen. I studierna fran Simpson & Jergens
(2011) samt fran Honneffer et al. (2014) skrivs det istdllet om att fylumet Firmicutes
forekommer i mindre grad hos hundar med IBD. De sist ndmnda studierna dr dock inte studier
som pavisar ett eget resultat utan de gor en studie av andras forskning. I studien av Suchodolski
et al. fran 2010 stodjer dock resultatet dessa studiers resultat i och med att inga bakterier inom
genuset Clostridium, vilket tillhor fylumet Firmicutes, hade pavisats hos hundarna med IBD
jamfért med 4 stycken i kontrollgruppen. | studien av Omori et al. (2017) kunde ingen
signifikant skillnad av detta fylum pavisas, daremot sags en signifikant 6kning av familjen
Eubacteriaceae, vilken tillhor fylumet Firmicutes. | den andra studien av Suchodolski et al. fran
2012, kunde inga signifikanta skillnader vad géller Firmicutes kunde pavisas, dock kunde en
trend som visade pa minskade nivaer av fylumet ses. Detta &r med andra ord ett mindre tydligt
resultat &n det om Proteobacteria.

Resultaten for fylumet Bacteroidetes ocksa ganska tvetydligt (Tabell 1). I studien fran (Van
House et al., 2008) ar resultatet att hundar med IBD har 8,5 procentenheter farre av fylumet



Bacteroidetes dn kontrollgruppen. | studien fran Honneffer et al. (2014) skrivs att det finns bade
en minskning och en okning av forekomsten av bakterier inom fylumet Bacteroidetes hos
hundar med IBD jamfort med friska hundar. Studien fran Omori et al. (2017) pavisade en
signifikant 6kning med 0,05 procentenheter av familjen Paraprevotallaceae, vilken tillhtr
fylumet Bacteroidetes, hos hundar med IBD jamfort med kontrollgruppen. Dérav kan vi inte
heller dar dra sé&kra slutsatser kring hur skillnaden mellan hundar med IBD och friska hundar
ser ut.

Studien av Suchodolski et al. fran 2012 pavisade en signifikant Okning av genuset
Fusobacterium hos hundar med aktiv IBD. Denna skillnad i mikrobiom har inte nagon av de
andra studierna patalat. Studien av Honneffer et al. (2014) pavisar en 6kning av Actinobacteria,
vilket heller ingen annan studie pavisat. (Tabell 1)

Tabell 1. Sammanstéallning dver 6kningar och minskningar inom olika fylum i respektive studie. | de fall
en skillnad i forekomst setts pa lagre fylogenetiska nivaer har detta extrapolerats till fylumniva. Resultat
inom parentes innebdr trend utan signifikans. X innebé&r att inga skillnader setts inom fylumet.

Studie/ Firmicutes Proteo- Bactero- Actino- Spiro- Fusobacteria
Fylum bacteria idetes bacteria chaete

S
(Suchodo - + X X X X
Iski et extrapolerad  extrapolerad
al., 2010)
(Van + + - X - X
House extrapolerad
et al.,
2008)
(Simpson - + X X X X
&
Jergens,
2011)
(Honneff - + -/+ + X X
eretal,
2014)
(Omori et + X + X X X
al., 2017)  extrapolerad extrapolerad
(Suchodo O] X X X X -
Iskietal.,, extrapolerad extrapolerad
2012b)

Skillnader i mikrobiomet mellan hundar med IBD och hundar med
differentialdiagnoser till IBD

En differentialdiagnos till IBD &r exokrin pankreasinsufficiens (Simpson & Jergens, 2011).

Precis som vid IBD uppstar en bakteriell dyshios hos hundar med exokrin pankreasinsufficiens.
Hos dessa hundar ses signifikant hogre halter av familjerna Bifidobacteriaceae,
Enterococcaceae och Lactobacillaceae. Bifidobacteriaceae hor till fylumet Actinobacteria
(Bifidobacteriaceae, 2018), Enterococcaceae till fylumet Firmicutes och Lactobacillaceae till
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samma fylum som foregaende (Lactobacillaceae, 2017; Enterococcaceae, 2018). Familjerna
Lachnospiraceae och Ruminococcaceae var istallet signifikant farre hos hundarna med exokrin
pankreasinsufficiens (Isaiah et al., 2017). Bade Lachnospiraceae och Ruminococcaceae hor till
fylumet Firmicutes (Lachnospiraceae, 2018; Ruminococcaceae, 2018).

En annan differentialdiagnos till IBD ar lymfom i tarmen. | en studie fran 2017 (Omori et al.)
framkom det att mikrobiomet mellan hundar med IBD signifikant skiljde sig fran mikrobiomet
hos hundar med lymfom i tarmen. UniFrac-avstandet skiljde sig signifikant mellan grupperna.
Hundar med lymfom i tarmen har 0,14 procentenheter fler Parabacterioides, tillhdrande fylum
Bacteroidetes, an bade friska hundar och hundar med IBD (Omori et al., 2017).

DISKUSSION

Alla studier har kommit fram till att det finns skillnader i mikrobiomet mellan hundar med IBD
och friska hundar. En skillnad som aterfunnits i samtliga studier som namnts i
litteraturoversikten ar att hundar med IBD har en 6kad férekomst av Proteobacteria.

| en studie fran Janeczko et al. (2008) sags det en korrelation mellan en onormal struktur pa
slemhinnan samt infiltration av inflammatoriska celler och férekomsten av Enterobacteriaceae
spp., fylum Proteobacteria, och Clostridium spp., fylum Firmicutes. Detta ger fragan om det &r
bakterierna som skapar en forandrad struktur pa slemhinnan eller om det ar den onormala
strukturen som gynnar just dessa bakteriers tillvaxt. Denna fraga anser jag vara intressant da
denna till viss del skulle kunna besvara fragestallningen kring om risken for IBD skulle kunna
forutsdgas hos en hund med hjalp av fekalt prov. Om det ar bakterierna som skapar den
forandrade strukturen borde det vara mojligt att se detta i ett avforingsprov, medan om det &r
inflammationen i sig som skapar denna onormalitet och ger 6kad tillvaxt av dessa bakterier ses
detta pa ett avforingsprov inte férran IBD hos hunden redan ar kliniskt. I studien av Mansfield
et al. (2009) mar hundarna béttre efter att ha fatt behandling mot invasiva Escherichia coli.
Dessa tillhor Proteobacteria och att de blev battre tanker jag ger en indikation pa att det ar
bakterierna som orsakat inflammationen istéllet for tvartom.

Studierna har anvant sig av olika provtagningsmetoder, vissa har anvant sig av feces och andra
av biopsier fran tarmslemhinnan. Detta kan mojligtvis paverka resultatet eftersom alla bakterier
som finns i tarmen inte nédvandigtvis utséndras via avféringen medan de prover som tas med
biopsi far ett resultat som stammer béattre Gverens med hur det faktiskt ser ut i tarmen. Denna
uppsats utgar dock fran fragestéallningen om IBD skulle kunna diagnosticeras enbart med analys
av patientens feces. | detta fall blir da de resultat som grundats pa just feces de som ar mest
relevanta. Resultaten mellan studier som anvénts sig av fekala prover skiljer sig inte markant
fran de som anvant sig av biopsier sa kanske har provtagningsmetoden inte enorm betydelse
aven om den ska tas i beaktande.

Vissa av studierna hade en stérre mangfald av raser i sina studiegrupper vilket jag tanker ar
positivt da bilden bor bli mer generell angaende arten hund och inte bara en viss ras. Andra
studier hade bra mangfald i sin IBD-grupp men desto farre representerade raser i
kontrollgruppen. Detta beror kanske pa att vissa hundraser mer frekvent anvands som
forsoksdjur, men det skulle kunna paverka referenspunkten i jamférelsen av mikrobiomet
mellan grupperna da mangfalden ar mindre.
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Om vi tittar pa avsnittet kring differentialdiagnoser kan vi se att en 6kning av Firmicutes och
Actinobacteria kan ses i mikrobiomet hos hundar med sjukdomen exokrin pankreasinsufficiens.
Det ses dock &ven en minskning av méngden bakterier av andra arter inom fylumet Firmicutes.
Det innebér att det vid diagnostiska avforingsprov behdver gas ner pa lagre fylogenetiska nivaer
for storre sékerhet. Jdmfors detta med mikrobiomet hos hundar med IBD ses att det &ven skulle
kunna innebéara en osékerhet i diagnosen baserat pa dessa bakterier om fekalt prov tas. Detta
eftersom det finns en studie pa 6kade mangder Firmicutes samt en studie som pavisar en 6kning
i mangden Actinobacteria hos hundar med IBD. Angaende Firmicutes finns det dock flera andra
studier som pavisar motsatsen, med andra ord en minskning av Firmicutes hos hundar med I1BD.
Pa lagre fylogenetiska nivaer ses att det i fallen med IBD framst pavisats skillnader i familjen
Clostridiaceae vilket skiljer sig fran de som omnamnts i artikeln om exokrin
pankreasinsufficiens, det vill sdga familjerna Bifidobacteriaceae, Enterococcaceae,
Lactobacillaceae, Lachnospiraceae och Ruminococcaceae. Fler studier behdver goras for att
kunna sdkerstalla om dessa skillnader ar tillrackliga for att kunna skilja sjukdomarna at bara
genom ett fekalt prov.

Hundar med lymfom i tarmen har enligt studien av Omori et al. (2017) signifikanta skillnader i
mikrobiomet jamfort med hundar med IBD. Detta har pavisats med UniFrac, vilket bor kunna
anvandas vid diagnostiska analysen av avforingsproverna for att skilja sjukdomarna at. Bland
annat kunde det ses att hundar med lymfom i tarmen hade 0,14 procentenheter fler
Parabacterioides &n hundar med IBD och hundarna i kontrollgruppen. Parabacterioides tillhor
fylumet Bacteroidetes och flera av studierna som finns i litteraturfversikten ar eniga i att
Bacteroidetes hos hundar med IBD har lagre forekomst &n hos friska hundar. Med andra ord
bor detta kunna ses som relativt sakert eftersom hundar med lymfom i tarmen har en 6kning av
Bacteroidetes medan hundar med IBD generellt har en minskning av samma fylum. Dock vore
fler studier for att sakerstalla minskningen av Bacteroidetes hos hundar med IBD pa sin plats
for att ett eventuellt diagnostiskt prov skulle vara helt tillforlitligt.

Fragan ar da om det ar mojligt att skapa ett diagnostiskt test for IBD hos hund som bygger pa
analys av mikrobiomet i ett fekalt prov. Med tanke pa de studier som gjorts pa manniska dar
framstéllningen av ett sadant prov lyckats, aven om det inte ar helt klart annu bor det vara
mojligt aven for hund. Vi ar inte dar annu. Det behdvs fler studier for att kunna fa fram de
bakterier som hos hund kan fungera som biomarkorer for sjukdomen. Studien av Casén et al.
(2015) ger tanken att de studier som behovs for att fa fram biomarkors-bakterier ocksa maste
generaliseras genom att gora dessa pa hundar pa olika platser i varlden, kanske med olika diet
och generellt olika forutsattningar, for att testet som utvecklas ska vara sa allomfattande och
tdckande for alla hundar som méjligt.

Suchodolski (2016) namner i sin reviewartikel att det idag ar mojligt att upptécka en dysbios
hos hund, dven om detta enbart anvénds inom forskning. Dysbios innebdr som tidigare skrivits
en obalans i mikrobiomet. Detta kan uppkomma utan att patienten har just IBD. Sa egentligen
finns metoden for att upptacka denna obalans i mikrobiomet redan, det viktiga &r da att kunna
skilja den dysbios som uppstar vid IBD fran dysbios som uppstar av andra orsaker eller andra
sjukdomar. Dérav att ratt biomarkdorer behéver studeras fram.

Slutsatsen ar att det finns alla mojligheter att utveckla ett diagnostiskt test, som bygger pa en
analys av mikrobiomet i ett fekalt prov, for IBD hos hund eftersom tekniken finns och metoden
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redan haller pa att utvecklas pa manniska. De studier som finns pa vilka bakterier som skiljer
sig at i mikrobiomet hos hundar med IBD och friska hundar ar dock inte 6verens i alla aspekter
aven om de alla fatt ett enhalligt resultat att Proteobacteria &ar ett fylum som utgoér en stor
skillnad. Det behdvs mer kunskap for att séakert kunna fa fram fler bra biomarkorer.
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