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SAMMANFATTNING

Allt fler blir medvetna om vikten av hallbar utveckling och klimatpaverkan. Metan, en potent
vaxthusgas som bidrar till en 6kad véaxthuseffekt ar ofta i fokus. Inte sallan far idisslare béara
den storsta skulden for det manniskoorsakade metanutslappet. | idisslares vam finns namligen
mikroorganismer, metanogener, som bildar metan. Forskare har forsokt hitta metoder for att
reducera denna metanbildning, metanogenes, i djuret. De flesta studier rérande metanogener
fokuserar dock endast pa deras roll som metanbildare och mindre pa om de kan ha andra
egenskaper som kan vara av vikt for varddjurets halsa och vélbefinnande. Detta arbete fokuserar
darfor pa att forsoka utréna om metanogener har andra egenskaper som kan vara av vikt for
djuret och vad tankbara konsekvenser kan bli om man lyckas eliminera dem ur vamfloran. En
del av de strategier som tagits fram for att minska metanogenesen i vammen behandlas aven ur
ett djurvalfardsperspektiv.

De strategier som belyses i detta arbete & kemiska inhibitorer, jonoforer (en typ av antibiotika),
sekundara metaboliter, fettillskott och vaccin. Alla paverkar vamfloran pa nagot satt. Antingen
gar de direkt pd metanogenerna eller indirekt genom att hamma andra mikroorganismer som
lever i symbios med dem, alternativt minska tillgangligt substrat for metanogener. Alla
strategierna paverkar djuret pa ett eller annat satt och de flesta har visat sig ha stora negativa
foljder for djuret. Dessa maste klarlaggas battre och ocksa helst tidigare i utformningen av
strategierna. Ett storre fokus bor ocksa laggas pa hur lang tid de kan tankas ha effekt, eftersom
det finns en risk att mikroorganismerna anpassar sig till det nya tillskottet och strategin darfor
fort tappar sin verkan.

Brist pa vitamin B12 och en obalans i vamfloran ar exempel pa tankbara konsekvenser for
varddjuret om metanogenerna reduceras. En av metanogenernas egenskaper ar namligen att
bilda vitamin B12 och om de da férsvinner finns risk for vitamin B12 brist. En forandrad
vamflora kan medféra forsamrad fodonedbrytningsformaga och mindre naring for djuret. Det
skulle aven medfora ett forsamrat skydd mot skadliga mikroorganismer och ¢kad risk for
sjukdomar (sasom acidos och trumsjuka). Vamfloran hjalper &ven till att detoxifiera fodan,
vilket innebér att en rubbning i floran kan fa forgiftning som f6ljd. | 6vrigt var det svart att hitta
andra egenskaper som metanogenerna har och det behdvs déarfor mer forskning kring &mnet.

Utover mer kunskap om metanogerna kravs dven en djupare forstaelse kring det komplexa
ekosystem som vamfloran utgor, sasom det samspel och interaktioner som sker mellan
mikroorganismerna, men dven med varddjuret. Innan man lyckats med detta ar det svart att fullt
forutspa vad dessa metanreducerande strategier kan tiankas ha for konsekvenser pa djurets
valfard.



SUMMARY

Sustainable development, climate impact and environmental awareness are hot topics when
trying to stop climate change. Methane, which is a potent greenhouse gas, is often the focus of
the environmental discussion. A big part of the anthropogenic methane emission comes from
ruminants and therefore they often become the center of the debate. One approach to this
problem has been to form different strategies that reduce the number of methanogens, which
are the microorganisms that creates methane in the rumen. Most studies around methanogens
focus almost solely on their ability to form methane. However, methanogens may have other
abilities that can be important for the animal welfare. The aim of this paper is therefor to
investigate what kind of other traits and tasks methanogens can have and how it would impact
the host animal if they were diminished. The different methane emission strategies that aim to
reduce methanogens are also viewed through an animal welfare perspective.

The methane emission strategies that are included in this study are chemical inhibitors,
ionophores (a type of antibiotic), secondary metabolites, dietary lipids and a vaccine. They all
affect the rumen microflora in some way. They either affect methanogens directly or indirectly
by inhibit other microorganisms that have a symbiotic relationship with them or by reducing
available methanogen’s substrate. All the strategies effect the animal one way or another and
several of them can have quite severe effect on the animal. It is therefore important to more
thoroughly investigate what kind of effect these strategies have on the animal and preferably
earlier in the process. Another aspect that also should be further investigated is the long-term
effect of the strategies. Microorganisms can adapt to new conditions and therefor there is a risk
for the strategies to lose their effect.

Possible consequences for the host animal when reducing the number of methanogens in the
rumen includes risk of B12 vitamin deficiency, because one of methanogens traits is to produce
the vitamin. It could also lead to an unbalanced microbiota in the rumen, which could result in
impaired digestive function and less energy available to the animal. An unbalanced microflora
can lead to inferior protection and increase the risk of specific diseases, such as acidosis and
rumen bloat. Apart from these, it has been difficult to find other traits methanogens have and
therefore more research is needed.

It is also of importance to require deeper understanding about the complexity surrounding the
rumens microbiota, such as the interaction between different microorganisms, but also with the
host. Without this knowledge it is hard to fully comprehend what potential consequences the
methane emission strategies can have to animal health and wellbeing.



INLEDNING

Global uppvarmning och stravan efter att hitta hallbara levnadsatt ar hogst aktuella
forskningsomraden. Inom olika typer av omraden forséker man hitta mer hallbara
forhallningssatt, fran att bygga stader, utveckla alternativa fordonsbranslen, till att
klimatanpassa jordbruket. Det finns en strévan att hitta sétt att minska mangden, alternativt
minska okningen av véxthusgaser i atmosfaren. Detta gors exempelvis genom att begransa
anvandningen av fossila branslen, vilka avger mycket koldioxid, eller genom att begransa
skovlingen av regnskog som binder upp mycket koldioxid. Metan som ocksa ar en potent
véxthusgas ar darfor foremal for forskning inom hallbar utveckling. En fjardedel av det
antropogena (manskligt orsakat) utslappet av metan kan hérledas till djurhallning (Moissl-
Eichinger et al., 2018) och da brukar idisslare raknas som de som avger mest pa grund av deras
formagsjasning (Wright & Klieve, 2011). Metanogener, som &r en typ av arké, bildar metan
som restprodukt vid sitt substratutnyttjande (Janssen & Kirs, 2008). De ar en del av vamfloran
hos idisslare och ar anledningen till djurets metanutslapp. | stréavan att hitta sétt att minimera
metanutslappet fran idisslare har dessa metanogener hamnat i rampljuset. Man har velat hitta
sétt att minska forekomsten av dem, alternativt bli av med dem helt. Forskning har inriktats att
ta fram olika strategier for att minska forekomsten av dessa arkéer och pa sa satt minska
idisslarnas belastning pa klimatet. Dessa strategier kan dock paverka djuret pa olika sétt, vilket
Llonch et al., (2017) visar i deras litteraturstudie och som delar av detta arbete bygger pa.

Fragan dr dock om metanogenerna kan ha andra biologiska funktioner, som &r av vikt for
varddjuret och som gor att det framkallar problem att avldgsna dem. Det vill séga kan djurets
hélsa eller vélbefinnande bli paverkat om metanogenerna forsvinner? Pa vilket sétt paverkas
djuret av de olika metanreducerande strategierna som amnar att minska antalet metanogener?

MATERIAL OCH METODER

Vid sokandet av information har framst databaserna Google Scholar, Science Direct och
PubMed anvénts. De vanligaste sokorden som jag anvant var: methanogenes, methanogenesis
in ruminants, methanogens properties, archaea, methane mitigation och methanogens and
animal welfare. Utifran de artiklar jag hittat har jag sedan kunnat letat mig vidare genom deras
referenslistor.

Det huvudsakliga syftet med denna studie var att utréna metanogeners inverkan pa djurets halsa
och vélbefinnande.

LITTERATUROVERSIKT
Vamfermentation

Véxtatande djur har en unik formaga att bryta ner cellulosa med hjélp av sina mikroorganismer
sdsom bakterier, protozoer, svampar och arkéer. Denna nedbrytningsprocess kallas for
fermentation, eftersom det ar en enzymatisk nedbrytning under anaeroba forhallanden (Fenchel
et al., 2012). Olika véxtatare gor detta pa olika stallen i magtarmkanalen. Man brukar dela upp
dem i formagsjasare, sasom kor, far och getter, och grovtarmsjasare, sasom héstar, kaniner och
gnagare m.fl. (Johnson et al., 1993). Férmagsjasare idisslar aven fédan for att finfordela de



mest svarnedbrytbara delarna och gora det lattare for vammens mikroorganismer att komma ét
att bryta ner fibrerna/cellulosan (Hofmann, 1989). Den mikrobiella nedbrytningen bildar
flyktiga fettsyror, pa engelska volatile fatty acids (VFA) som djuret sedan kan ta upp genom
vamslemhinnan och utnyttja som energi. Det ar framst tre olika VFA som bildas: acetat,
propionat och butyrat, men i denna process bildas dven mycket koldioxid och metan (Hungate,
1966), varav det sistndmna strikt ar kopplat till arkétypen metanogener.

Forutom kolhydrater bryter dessa mikroorganismer aven ner proteiner och lipider (McCann et
al., 2017), samt bildar essentiella vitaminer och aminosyror for idisslaren (Johnson et al.,
1993). Hela 70% av en idisslares energikalla kommer fran formagsjasningen, medan manniskor
och grisar endast kan utnyttja 10-20% av den potentiella energi som genereras av bakterier i
grovtarmen (Saengkerdsub & Ricke, 2014).

Djurets relation till mikroorganismerna ar symbiotisk. Som namnts ovan utnyttjar djuret
mikroorganismernas formaga att bryta ner de bestandsdelar véarddjuret sjalv inte kan
(Henderson et al., 2015). Djuret & sin sida skapar den ratta miljon for mikroorganismerna
genom att lata vammen utgdra en anaerob miljo, med neutralt pH neutralt, bland annat genom
den buffrande saliven och att det standigt finns gott om néring (Hofmann, 1989). Djuret
absorberar ocksa standigt de VFA som mikrofloran skapar, vilket annars skulle bli giftig i for
stora mangder (Hungate, 1966).

Bakterier utgor den storsta delen av vamfloran och diversiteten av olika arter ar stor. Mer an
200 arter har an sa lange blivit identifierade (McSweeney et al., 2005) och alla har sin
substratpreferens (Zhou et al., 2015). Nar bakterierna senare passerar ner till tarmen utgor de
aven en proteinkélla for djuret (Danielsson, 2016).

Protozoer och svampar utgdr halften av den mikrobiotiska biomassan i vammen. Numerart ar
de dock mycket farre an bakterier och uppskattningsvis sa star de bara for en tredjedel av
nedbrytningen av fédan (Hungate, 1966).

Metanogener

| detta arbete ar det metanogenerna i vammens mikroflora som &r av storst intresse. De ar en
typ av arkéer (Janssen & Kirs, 2008), vilka utgér en av de tre doménerna inom systematiken av
alla levande organismer. De Gvriga tva ar bakterier och eukaryoter. Arkéer ar encelliga
organismer och liknar bakterier inte bara i utseende och form, utan &ven i det att de saknar
cytoskelett och organeller som har membran, som exempelvis cellkdrna och mitokondrie
(Woese et al., 1990). De skiljer sig dock fran bakterier i manga avseenden, sasom i att de har
andra typer av cellmembran och ytlager, samt att de &r mer lika eukaryoter med avseende pa
gener for syntetisering och reparation (Lecompte et al., 2002). Arkéer associeras ofta med
extremmiljoer, sasom i heta kallor, eller i extremt salta miljoer eftersom det var dar de forst
upptacktes (Sarmiento et al., 2011). Pa senare tid har man dock upptackt att de aven finns i
manga andra typer av miljoer. Arkéer delas in i tre grupper, halofila arkéer (trivs framst i miljoer
med hog saltkoncentration), termoacidofila (finns framst i miljéer med héga temperaturer) och
metanogener (finns i strikt anaeroba miljoer) (Cavicchioli, 2011).



Metanogenerna star for bildandet av metan, vilket kallas for metanogenes. Det &r det enda sattet
for dem att generera energi, vilket sker i form av ATP (Sarmiento et al., 2011). For att kunna
bilda metan krévs enzymet metylkoenzym M-reduktas (MCR). Detta enzym &r unikt och
gemensamt for alla metanogener (Luton et al., 2002).

| vdmmen utgér metanogener endast 4% av alla mikrober (Janssen & Kirs, 2008) och de ar helt
beroende av andra mikroorganismer for att bryta ner de mer komplexa molekylerna som
vaxtfibrer utgor till mindre bestandsdelar (Danielsson, 2016). Metanogenerna i vammen brukar
delas in i symbiotiska eller frilevande. Det ar framst protozoer som de symbiotiska
metanogenerna ar associerade med (Thiele et al., 1988). Dessa kan antingen vara intra- eller
extracelluldra i/pa protozon (Finlay et al., 1994). Bada organismerna gynnas av denna relation
och &r beroende av varandra, da det mojliggor lattare atkomst av naring for metanogenen och
bortforsel av biprodukt fér protozon. Newbold et al., (1995) uppskattade att av alla metanogener
i vdmmen dr 9-25% associerade till protozoer och enligt Finlay et al., (1994) kan upp till hela
37% av den metan som bildas i vammen harledas till metanogener som ar bundna till protozoer.

Utover uppdelningen i symbiotiska respektive frilevande kan metanogener delas in beroende
pa vilket substrat de anvander. Det absolut vanligaste substratet ar vatgas, men aven olika
metylkomponenter fran metanol, metylaminer, metylsulfider eller acetat kan utgora substrat
(Janssen & Kirs, 2008). Uppdelningen efter substrat forsvaras dock av att en del metanogener
ar anpassningsbara och darmed kan anvanda flera olika substrat som energikalla, medan andra
ar strikt bundna till deras specifika substrat (Costa & Leigh, 2014).

Strategier for att minska metanutslappet

Eftersom metan har en stark paverkan pa vaxthuseffekten och idisslare utgor en stor kalla till
metanutslapp har olika strategier foreslagits for att minska detta. Har beskrivs ett urval av de
strategier som inverkar pa vamfloran, och da framst metanogenerna. Dessa strategier kan
antingen verka direkt pA metanogenerna, eller indirekt genom att exempelvis reducera mangden
protozoer som ar symbiotiska med metanogener. Substanserna som paverkar metanogenesen
tillfors direkt i djurets foder eller injiceras. De flesta av strategierna &ar fortfarande pa
forsoksstadiet och har inte praktiskt implementerats med avsikt att minska metanbildandet.

Som motivering for att finna en bra strategi som hdmmar metanogenerna citeras ofta Johnson
& Johnson (1995) dar resultatet visar att notkreatur foérlorar 2-12% av den potentiella
fodoenergin pa grund av metanogenesen. Forfattarna forklarar energiforlusten med att det
bildas olika mangd vatgas nar mikrofloran bildar olika VFA; reaktionsvégen vid bildandet av
acetat och butyrat genererar vatgas medan propionats reaktionsvag forbrukar det. Denna véatgas
anvands sedan av metanogenerna som energi och metan bildas som biprodukt. Genom att acetat
och butyrat bildar vatgas och propionat utnyttjar den (=konkurrerar med metanogenerna om
vatgasen) (Moss et al., 2000), sparas en del av energin i propionatet och blir darfér mer
energirikt for djuret. Johnson & Johnson (1995) drog slutsatsen att det ar 6nskvért att hdmma
metanogenesen i alla avseenden. Det skulle forbattra utnyttjandet av fodret, 6ka djurets
produktivitet och minska pa metanutslappen, det vill saga det blir en s kallad win win
situation”.



Kemiska inhibitorer

En valstuderad metanreducerande strategi ar att tillfora kemiska metanogenesinhibitorer, sésom
bromklormetan, 2-bromo-etan-sulfonat (Mitsumori et al., 2012) och kloroform (Knight et al.,
2011). Dessa har visat sig vara bra pa att reducera metanbildningen, fran 25% till hela 50%
minskning i in vivo studier pa get, far och notkeratur (Hristov et al., 2013). Pa lite olika satt
hammar de metanogenernas formaga till metanogenes och darmed formaga att bilda energi
(Moss et al., 2000).

En annan typ av kemisk inhibitor som har blivit mer aktuell pa senare tid &r 3-nitrooxypropanol
(3NP) (Llonch et al., 2017). Den har en direkt verkan pa metanogenerna genom att hamma sista
steget i metanogenesen och har visat pa en metanminskning mellan 7-60% pa lakterande kor
(Haisan et al., 2014).

Jonoforer

Jonoforer & &mnen som 6kar genomslappligheten hos membran, till exempel genom att bilda
jonkanaler (Stillwell, 2016). Vissa av dem réknas som antibiotika eftersom de kan frikoppla
bakteriers energiorganell (Bakker, 1979). Det &r dessa antibakteriella jonoforer, och da framst
monensin, som blivit av intresse som en metanreducerande strategi. Monensin skiftar
forhallandet av bakterier till fordel for de gramnegativa bakterierna, vilket har till foljd att mer
propionat bildas istallet for acetat (Moss et al., 2000). Pa sa satt far metanogenerna mindre
mangd substrat i form av vatgas. Monensin minskar aven fodointaget hos djuret, vilket ocksa
indirekt motverkar metanogenensen eftersom det blir allmént mindre substrat for
mikroorganismerna (Johnson & Johnson, 1995).

Sekundara metaboliter

Vaxter kan bilda sa kallade sekundéra metaboliter for att skydda sig mot olika typer av angrepp.
Saponiner och tanniner &r tva exempel av sekundéra metaboliter som har testats pa idisslares
vamflora for att minska dess metanogenes. Saponin kan forstéra cellmembranet hos eukaryota
celler genom att interagera med kolesterolet i membranet. Pa sa satt riktar sig saponin endast
mot eukaryota celler och lamnar prokaryota celler (=bakterier och archéer) orérda (Wina et al.,
2005). Detta anses positivt, eftersom antalet protozoer reduceras utan att hAmma den bakteriella
nedbrytningen av fédan. Genom att manga metanogener lever i symbios med protozoer
minskar saponiner metanogenesen (Moss et al., 2000).

Tanniner hammar mikrobiella enzymer och har da en direkt och indirekt inverkan pa
metanogenerna genom att bade hamma metanogenernas enzymer och de symbiotiska
protozoernas enzymer (Patra & Saxena, 2010).

Fettillskott

Fettillskott i foder har visat sig kunna reducera metanbildningen genom en rad mekanismer.
Langa fettkedjor metaboliseras inte i vammen utan senare i tarmarna, vilket medfor att
metanogenerna far minskad substratmangd (Martin et al., 2010). Det har &ven en direkt toxisk
inverkan pa vammens mikroorganismer, daribland metanogener, protozoer och en del bakterier
(Maia et al., 2007). Genom att hamma vammens mikroflora minskar fibernedbrytningen i
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vammen och mindre metan bildas. Dessutom kan fettillskott medféra att mer propionat bildas
och mindre vatgas blir darfor tillgangligt for metanogenerna (Johnson & Johnson, 1995).
Alternativt konkurrerar fettet sjadlv. med metanogenerna om vatgasen (Martin et al., 2010).
Mangden fett man tillfor korrelerar med minskningen av metanutslapp (Beauchemin et al.,
2008).

Vaccin

En annan strategi som foreslagits ar vaccination riktad mot metanogener. Sekretionen av
antikroppar behover vara via saliven, eftersom vammens slemhinna inte ar permeabel for
antikroppar (Wedlock et al., 2013). Antikropparna maste aven vara konstruerade for att
antingen inhibera metanogenernas aktivitet eller stoppa dem fran att foroka sig (Attwood et al.,
2011). De storsta utmaningarna for ett vaccin av denna typ &r att ha en tillrécklig bredd, for att
sla mot manga olika typer av metanogener och att sekretionen av antikroppar i saliven &r av
tillracklig hog koncentration for att ha nagon inverkan pa metanogenesen (Wedlock et al.,
2013). Forskning pagar inom detta omrade men &n sa lange ar den pa grundniva. Effekterna har
annu inte studerats pa djurniva i tillracklig omfattning for att kunna dra slutsatser om hur djuret
paverkas.

For- och nackdelar med strategierna

Llonch et al., (2017) har gjort en litteraturstudie over olika strategiers paverkan pa djurets
valfard. De tar fram for- och nackdelar for djuret for varje strategi. Sammanstéllning av
resultatet ses i tabell 1 nedan, med viss modifiering. Sekundédra metaboliter och vaccineringen
tas inte upp av Llonch et al., (2017). Informationen rérande de strategierna har sammanstéllts
dels fran antagandet att ett forbattrat foderutnyttjande dven skulle inbegripa dessa strategier
eftersom de ocksa ar hammar metanogenesen. Dels fran Wina et al., (2005) (saponiner) och
Goel & Makkar, (2012) (tanniner) studier rérande de aktuella sekundara metaboliterna.



Tabell 1. For- och nackdelar med metanogenreducerande strategier for djuret

Strategi Fordelar Nackdelar

Kemiska inibitorer Forbéttrar foderutnyttjandet Toxiska (Patra, 2012)
(Johnson & Johnson, 1995)

Jonoforer Forbattrar foderutnyttjandet Toxiskt (Potter et al., 1984)

(Johnson & Johnson, 1995)

Minskar risken for acidos,
trumsjuka (McGuffey et al.,
2001)

och lungemfysem (Honeyfield
et al., 1985)

Sekundéra metaboliter Forbattrar foderutnyttjandet Toxiskt
(Johnson & Johnson, 1995) Saponiner (Wina et al., 2005)
Tanniner (Goel & Makkar, 2012)

Fettillskott Forbéttrar foderutnyttjandet Okad risk for fetma (Grummer,1993)
(Johnson & Johnson, 1995)
Minskad fibernedbrytande férmaga
Minskar risken for negativ (Jenkins & Jenny, 1989)
energibalans (Grummer &
Carroll, 1991)

Vaccin Forbattrar foderutnyttjandet Saknar data
(Johnson & Johnson, 1995)

Metanogener — mer komplexa an bara metanbildare

De flesta studier som gjorts pa metanogener i vamfloran fokuserar nastan uteslutande pa deras
metanbildande formaga. Det ar dock inte den enda egenskap som utmarker dem. De kan dven
bilda vitamin B12 (Roth et al., 1996), interagera med andra mikroorganismer (Moissl-Eichinger
et al., 2018), men ocksa utgora en del av den viktiga mikrofloran (Zeineldin et al., 2018). Detta
ar av intresse i detta arbete da det kan paverka djurets halsa och vélbefinnande. Halsa betyder
har om djuret ar sjukt eller friskt, medan vélbefinnande syftar pa djurets psykiska upplevelse,
det vill sdga om det mar bra eller daligt. For att ha en bra djurvélfard kravs bade att djuret har
en bra hdlsa och gott vélbefinnande.

Vitamin B12

Vitamin B12 ar essentiellt for bade idisslare och manniskor, men det ar endast bakterier och
arkéer som kan syntetisera det. Vitamin B12 &r involverat i processer rérande bildandet av
neurotransmittorer, fosfolipider, DNA och RNA, men &ven i reaktioner som kataboliserar
kolesterol, fettsyror och flera aminosyror (Gille & Schmid, 2015). Manniskan ar beroende av
att fa i sig det genom animaliska produkter, eftersom bakterierna som skapar vitamin B12 finns
for langt bak i vart tarmsystem, dar ingen absorption kan ske (Nohr et al., 2011). Idisslare
daremot kan ta vara pa det vitamin B12 som bildas av vamfloran (Gille & Schmid, 2015). Det
finns flera ké&llor som hanvisar bildandet av vitamin B12 endast till bakterier, men Roth et al.,



(1996) beskriver att &ven metanogener bildar vitamin B12, eftersom det utgor ett coenzym i
metanogenesen.

Interaktioner

En del arter av arkéer har dubbla lager av membran, likt gramnegativa bakterier, men med en
annan sammanséttning (Kdper et al., 2010). Det spekuleras i om denna typ av uppbyggnad
hjalper arkéer interagera med andra mikroorganismer (Moissl-Eichinger et al., 2018). Pa
membranet finns dven en rad adhesionsstrukturer som bade kan hjalpa arkéer binda fast till
omgivningen (bade till levande organismer och icke-levande material) och mojliggora
kommunikation samt utbyte med omgivningen (Moissl-Eichinger et al., 2018). Forfattaren ar
noga med att podngtera att mer forskning behovs, men att det spekuleras om de adhesions-
liknande proteinerna som finns hos vissa metanogener eventuellt innebar en interaktion med
varddjuret. Det ar dock oklart vad denna interaktion innebar for bade metanogenerna och
varddjuret.

Symbiotiska interaktioner uppstar nar metanogener stimulerar andra mikroorganismer att
tillhandahalla mer vétgas (Samuel & Gordon, 2006), men samtidigt 6ka bakteriernas egna
formaga att ta vara pa nitratkéllor och producera ATP (Samuel et al., 2007).

Mikroflorans betydelse for djurets hadlsa och vélbefinnande

For att faststalla mojliga konsekvenser av ett bortfall av metanogener maste det ses i ett storre
perspektiv an att bara titta pa dem enskilt. Pa grund av att de utgér en hornsten i mikrofloran
maste man dven betrakta mikroflorans varde for djuret. Vammens ekosystem av
mikroorganismer ar essentiellt for vammens normala funktion. Det ar ett komplext system med
en mangd olika interaktioner dar mycket dn sa lange ar héljt i dunkel.

Varddjurets relation till dess mikroflora stracker sig langre &n bara som en kélla for nutritionell
nedbrytning. Den har aven en skyddande och immunomodulerande effekt pa djuret (Zeineldin
etal., 2018). Den skyddande effekten utgdrs av en interaktion mellan mikrofloran och vdmmens
epitelceller. Detta utgor en barridr och hindrar stora molekyler att ta sig igenom slemhinnan.
(Latham et al., 1971). Den normala mikrofloran utgdr dven ett forsvar for infektioner, vilket
foljaktligen forbattrar djurets chanser att halla sig frisk och darmed aven dess valfard (Mackie
& White, 1990). Mikroflorans immunomodulerande roll innebdr att den hjalper till att utveckla
och forma ett normalt immunférsvar hos djuret (Peterson et al., 2007).

Mikroorganismerna &r &ven involverade i detoxifiering av gifter som kan finnas i fodan
(Hammond, 1995; Gregg et al., 1998). De har en inverkan pa lakningsprocesser och kan skynda
pa postoperativ aterhamtning (Kinross et al., 2011). En normal och fungerande mikroflora ar
essentiell for djurets halsa och att en rubbning i detta komplexa ekosystem kan leda till sjukdom
for djuret (Zeineldin et al., 2018).

Man har sett ett samband mellan stora storningar i mikrofloran och vanligt forekommande
sjukdomstillstand hos idisslare sasom acidos och trumsjuka (Khafipour et al., 2016). Acidos
kan uppsta da det blir en obalans i floran och epitelcellernas absorptionsformaga minskar. VFA
borjar da ansamlas och pH-vardet sjunker (Petri et al., 2013). For djuret kan detta innebara att
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de far skador pa vammens slemhinna (Steele et al., 2011), nedsatt fodernedbrytningsformaga,
fang (Cook et al., 2004) och minskat foderintag (Kleen et al., 2003). Trumsjuka &r ett tillstand
dar den gas som bildas i vammen inte kan rapas ut och som leder till att vdmmen spanns ut och
i varsta fall kan trycka pa viktiga blodkarl eller diafragman, vilket kan leda till att djuret dor
(Sjaastad et al., 2016). Trumsjuka kan kopplas till vammens fermentationshastighet och
méngden gas som bildas (Bartley & Bassette, 1961). Man har lyckats identifiera att idisslare
som lider av trumsjuka har fler bakterier av en viss typ medan féarre av en annan jamfort med
friska individer (Pitta et al., 2016). Detta indikerar att trumsjuka kan uppkomma pa grund av
en Gvervéxt av en viss mikrobiell grupp som da rubbar balansen och vammens normala process.

Det finns dock en studie som visar att det gar att foda upp lamm till vuxen alder utan att ha
nagra metanogener i floran (Fonty et al., 2007). Studien gick ut pa att en grupp av lamm fick
en “transplanterad” mikroflora som var fullt fungerande men saknade metanogener. Till f6ljd
av detta fick dessa lamm istéllet en 6kad mangd acetonogena bakterier som utnyttjade den
vatgas som metanogenerna i normala fall hade tagit hand om. De metanogenfria lammen hade
dock en sdmre tillvaxt &n kontrollgruppen och forfattarna poangterade att ju mer komplex
mikrofloran &r desto mer VFA produceras och darmed mer energi for djuret.

Evolutionsperspektiv

Djurs magtarmsystem och deras mikrober har med stor sannolikhet genomgatt samevolution
(Saengkerdsub & Ricke, 2014). Det innebér att organen utvecklats for att vara gynnsamma for
dess flora och samtidigt har mikroorganismerna formats for att frodas i den specifika miljon.
Olika djurarter har olika sammansatt mikroflora. Metanogener fran idisslare blir inhiberade av
galla, medan metanogener fran icke-idisslare inte blir det, eftersom de har gener som kodar for
proteiner som skyddar dem (Miller & Lin, 2002). Samtidigt papekar Hackstein et al., (1999) att
metanogenerna i magtarmkanalen var noédvandiga for den evolutionédra utvecklingen av
formags- och grovtarmsjasningen, och varfor dessa magtarmsystem &r olika utformade trots att
djurslagen har liknande fodopreferens.

Om man jamfor vamfloran mellan individer visar det sig att den inte ar identisk, utan det finns
en stor variation i vilka mikroorganismer som koloniserar den och i vilka méangder. Ras, alder,
individuella skillnader, vilken typ av foda djuret dter, med mera, paverkar mikrobiotans
sammanséttning (Agarwal et al., 2015). Henderson et al., (2015) gjorde en jamforelse av
vamfloran hos olika idisslare fran skilda geografiska omraden och kom fram till att
sammansattningen av bakterier och metanogener var relativt konstant vérlden dver. Déremot
fanns det storre individuella skillnad i vilka protozoer som ingick i vamfloran.

DISKUSSION

En minskning av den antropogena miljopaverkan ar av yttersta vikt for att forhindra
klimatforandringar med naturkatastrofer som foljd. En vag att ga &r att minska
metanavgivningen fran idisslare. Detta bor dock inte goras pa bekostnad av djurens vélfard och
man bor darfor ta mer hansyn till vad detta kan ha for konsekvenser for djurets liv och hélsa.
Enligt min mening borde man forst klargéra metanogeners alla funktioner och interaktioner i
vammen innan man bestammer sig for att inhibera eller ta bort dessa fran vamfloran. Pa sa satt
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skulle man lattare kunna forutspa mojliga konsekvenser for varddjuret. | detta arbete forsoker
jag belysa detta utifran den forskning som finns om metanogener. Jag vager aven for— och
nackdelar for djuret vid olika metanreducerade strategier.

Konsekvenser for djuret vid reducering av metanogener

Det ar oklart vilka andra funktioner metanogenerna faktiskt har i vdammen. Majoriteten av alla
studier som gjorts pa metanogenerna fokuserar pa deras metanogenes. Troligen bildar de,
tillsammans med bakterier, vitamin B12 i vammen. Foljaktligen kan man fraga sig vad
konsekvenserna blir for bildandet av vitamin B12 om metanogenerna férsvinner. Kommer
bakterierna kunna kompensera for metanogenernas produktionsbortfall och darmed undvika att
djuret far B12-brist, eller kommer B12-brist infinna sig? Detta &r en fraga som man skulle kunna
undersoka pa liknande satt som pa de metanogen-fria lamm som Fonty et al., (2007) anvande
sig av. Om da detta uppkommer som ett problem, skulle en majlig 16sning i sa fall vara att ge
djuret B12-tillskott? Det ar manga fragor man inte an har svaret pa, men det ar av yttersta vikt
att undersoka for att sékerstélla en bra djurvalfard.

Metanogenernas formaga att interagera med andra mikroorganismer och méjligen dven med
varddijuret vécker fragor som: Vad har dessa interaktioner for betydelse for djuret? Vad blir
konsekvenserna om de forsvinner ndr metanogenerna forsvinner? Metanogenernas positiva
effekt genom att de kan pdverka amnesomsattningen hos andra mikroorganismer, sasom
bakterier, kan innebéra ett battre foderutnyttjande for djuret eftersom mer VFA bildas. Om
metanogenerna forsvinner skulle en mojlig foljd bli sémre tillvéaxt, produktion och 6kad risk for
negativ energibalans.

De protozoer som lever i symbios med metanogenerna skulle bli paverkade och férmodligen
minska i antal vid en reducering av metanogenerna. Detta skulle innebédra en forsamrad
fibernedbrytning. | motsats till detta far djuret tillgang till mer protein nar antalet protozoer
reduceras. Detta pa grund av att protozoers storsta proteinkéalla &r vdmbakterier (Jouany, 1996)
och darmed nar mindre mangd mikrobiellt protein tunntarmen om det finns manga protozoer
(Moss et al., 2000). Det finns alltsa for- och nackdelar dven med en paverkan pa protozoerna.
Andra mikroorganismer kan vara beroende av protozoerna i sin tur, vilket skulle leda till en
dominoeffekt. Tas metanogenerna bort blir foljden att protozoerna blir farre, som i sin tur
medfor att bakterier och svampar paverkas negativt, vilket slutar i att hela vamfloran kommer
ur balans.

Konsekvenser av en stord vamflora

Som beskrivits ovan sa ar en balanserad vamflora viktigt for djurets halsa och valbefinnande.
Som Zeineldin et al., (2018) papekar kan en obalans i vamfloran leda till lidande och sjukdom.
Opportunistiska bakterier kan tas som exempel. De ar i normala fall harmlésa, men om de
normala forutséattningarna andras, som till exempel en stérd vamflora, tar de chansen, forokar
sig och skapar sjukdom. Mikrofloran har &ven en skyddande och immunomodulerande effekt
(Zeineldin et al., 2018). Dels for att forebygga en dvervaxt av patogena eller opportunistiska
mikroorganismer (Mackie & White, 1990), men ocksa for att djuret ska fa ett normalt utvecklat
immunforsvar (Backhed et al., 2004; Peterson et al., 2007). Om man reducerar antalet
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metanogener andrar man pa balansen i mikrobiotan, vilket kan ha till foljd att djuret inte far ett
normalt utvecklat immunforsvar och darmed I6per en risk att utveckla autoimmuna sjukdomar.
Det minskade skyddet skulle innebéra att djuret blir immunosupprimerat och lattare drabbas av
infektioner. Som Hammond, (1995) och Gregg et al., (1998) visar kan metanogener dven vara
en del av detoxifieringen av giftiga &mnen som kan finnas i fodan. Som en konsekvens av detta
maste hogre krav stéllas pa fodersakerheten sa att djuret inte blir sjukt av nagot som den tidigare
kunde avgifta sjalv. Detta betonar an en gang hur viktigt det ar for djurvalfarden att klarlagga
mojliga konsekvenser av att &ndra floran sa att man inte utsatter djuret for onodigt lidande. Det
blir ocksa viktigt att fanga upp tidiga tecken pa att nagot ar fel, eftersom djur och manniskor
inte kommunicerar pa samma satt och vilket forsvarar var forstaelse av deras upplevelse.

Henderson et al., (2015) studie visade att mikroflorans sammansattning var relativt konstant
varlden Over i avseende pa bakterier och metanogener. Denna konservering av metanogen-
sammansattning i floran kan tolkas som att de har en essentiell roll for detta ekosystem. Om
sammansattningen inte hade haft lika stor betydelse hade det férmodligen varit en storre
variation. Upphovsmannen till evolutionsteorin, Charles Darwin, citeras ofta som att den bast
anpassade individen dverlever. Om man da drar paralleller till mikrofloran kan detta tolkas som
att sammanséttningen av bakterier och metanogener ar den mest gynnsamma och innebér bast
anpassning eftersom den &r sa konstant varlden 6ver. Dessutom forklarar Hackstein et al.,
(1999) att djurets magtarmsystem har genomgatt en samevolution med deras mikrober och
specifikt att metanogenerna spelat en nodvandig roll vid denna evolution. Om da
metanogenerna har varit sa viktiga evolutionart, vad ar det som sager att de inte fortfarande ar
viktiga for djuret?

Strategiernas for- och nackdelar ur ett djurvalfardsperspektiv

Oavsett om metanogenerna ar viktiga eller ej for véarddjuret finns det redan strategier for att
minska metanogenernas antal. Likt det mesta har i varlden har dven dessa for- och nackdelar
for djurets vélfard. Llonch et al., (2017) har gjort en sammanstéllning 6ver dessa, dar bland
annat jonoforer, fettillskott och kemiska inhibitorer togs upp. De sekundéra metaboliterna och
vaccinet studerades dock inte.

Som positiv effekt pa djuret namns att energieffektiviteten forbattras generellt for alla anti-
metanogena metoder eftersom det blir en mindre energiforlust vid minskat metanutsléapp
(Moraes et al., 2014). Denna slutsats kom &ven Johnson & Johnson, (1995) fram till. Deras
artikel &r valciterad (6ver 2000 ganger i skrivande stund enligt Google Scholar) och
formodligen ar det manga som anvéander deras argument for att hitta metanreducerande
strategier och ibland blundar for vilka negativa effekter en hamning av metanogerna kan
medfora. Det &r dven oklart vad i metanogenesen som faktiskt orsakar energiforlusten. I min
tolkning av forsoken bér inte metanogenerna den egentliga skulden till energiforlusten. Det ar
snarare sa att djuret hade kunnat fa ut mer energi fran fodret om det bildats mer propionat istéllet
for acetat och detta hade da dven varit gynnsamt i fragan att reducera metanutslappen. Det bor
darfor vara felaktigt att sdga att metanogenerna tar en del av den energi som hade kunnat ga till
varddjuret, eftersom metanogenerna inte kan paverka vilken VFA som bildas.
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Positiva effekter av jonoforen monensin for djuret, som tas upp av Llonch et al., (2017), ar att
det kan 6ka djurets foderutnyttjande formaga och dven minska risken for acidos, trumsjuka och
lungemfysem, genom att hamma olika mikroorganismer som bidrar till dessa sjukdomar.
Samtidigt &r det just subklinisk acidos och trumsjuka som Zeineldin et al., (2018) tar upp som
mojliga sjukdomar vid en obalans i vammens mikrobiota. Man bér darfér vara forsiktig att
laborera med vammens mikroflora innan man ar séker pa vilka konsekvenser det kan fa for
djuret.

Jonoforen monensins negativa effekter ar att det kan vara toxiskt for djuret; leda till anorexi,
diarré, depression, 6kad andningsfrekvens, ataxi (okoordinerade rérelsemdnster) och till och
med vara dodligt (LIonch et al., 2017). Det bor dock ndmnas att dessa allvarliga foljder baseras
pa en betydligt hogre dos av monensin &n den som foreslas for att fa metanreducering. Utéver
toxisk inverkan pa djuret bor man ocksa ndmna att monensin &r ett antibiotikum och vid
anvandning av det bidrar man till antibiotikaresistensen. Av den anledningen ar det forbjudet
att anvanda monensin i EU som ett tillvaxtframjande medel. Det kan verka motsagelsefullt att
monensin bade kan vara tillvaxtframjande (pa grund av dess formaga att 6ka djurets
foderutnyttjande) och samtidigt leda till minskat foderintag. Sammantaget 6vervéager anda de
negativa aspekterna enligt mig, da stor osakerhet rader om doseffekter och biverkningar.

En positiv effekt vid anvandningen av fettillskott som metanogeneshdmmare &r att det minskar
risken for negativ energibalans. Detta har storst inverkan pa hogpresterande djur, det vill saga
draktiga eller lakterande djur, eftersom det ar de som lattast hamnar i detta tillstand (Grummer
& Carroll, 1991). Det skulle &ven kunna minska risken for ketos (nar kroppen borjar bryta ner
fettreserver och anvanda ketonkroppar som energikélla) och lipidos (fettlever) om man ger extra
fett i fodret direkt efter kalvning (Grummer, 1993). Man bor dock véga detta mot risken for
fetma, vilket tas upp som en av nackdelarna for fettillskott (Llonch et al., 2017). De djur som
inte &r hogpresterande ar inte i samma behov av den extra energi som fett utgoér och I6per darfor
hogre risk for fetma och alla negativa foljder det bar med sig. Darfor blir det en standig
balansgang i hur mycket fett som bor tillféras for att halla energinivaerna pa en optimal niva.
Detta skulle kunna resultera i att strategin tappar sin metanogenreducerande formaga da inte
tillrackligt hog fettmangd kan ges med hanseende till djurets valfard.

En ytterligare aspekt som kan diskuteras &r hur bra det r att tillfora idisslare ett naringsémne
som fett, som de i normala fall inte far i sig i stora mangder. Evolutionart har de utvecklats for
att bryta ner endast sma mangder fett och da kan man tanka sig att deras magtarmsystem inte
kan hantera fettet pa basta satt. Vad som ocksa talar for detta ar att fettillskott har visats ha en
antimikrobiell effekt som kan leda till en rubbning i vamfloran och nedsatt
fibernedbrytningsformaga som foljd (Llonch et al., 2017). Vamfloran &r alltsa inte utformad for
att klara av att hantera stora méangder fett.

Bade de kemiska inhibitorerna bromklormetan, kloroform och 2-bromo-etan-sulfonat och de
sekundara metaboliterna saponiner och tanniner har visat sig kunna vara toxiska for djuret.
Enligt Llonch et al., (2017) kan de tre kemiska inhibitorerna vara lever- och njurtoxiska och
dessutom leda till doden vid langtidsanvandning. Detta géller bade det “behandlade” djuret,
men dven de ménniskor som &ter djuret. Dessutom dr de potentiella vaxthusgaser i sig sjalv,
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vilket ocksa forsummar hela syftet med att anvanda dem. Kemiska inhibitorn 3NP har man
daremot inte funnit vara lika toxiskt som 6vriga, &ven om det papekas att mer studier behovs
for att vara fullt sdker (Zhang et al., 2018). Saponinerna (Wina et al., 2005) och tanninernas
(Goel & Makkar, 2012) toxicitet beror dock pa vilken vaxt och deras kemiska struktur. Vissa
saponiner kan orsaka tarminflammation, men daven fotosensibilitet, vilket i sin tur kan leda till
lever och njurskador. | vérsta fall kan dessa skador vara dodliga (Wina et al., 2005).

Nar det kommer till framtagandet av ett vaccin ar det fortfarande pa grundforskningsniva
(Attwood et al., 2011), sa det &ar oklart vilka konsekvenser det kan ha pa djuret. Det ar dock
troligt att det &ven for vaccinet skulle hévdas att det kan forbattra djurets foderutnyttjande
formaga bara med motiveringen att det hammar metanogenesen. Enligt min mening sa ar det
mer troligt att det gar i motsatt riktning, det vill séga att fodernedbryningsférmagan minskar,
eftersom en del av komplexiteten i vamfloran forsvinner.

Strategiernas langtidsverkan?

En aspekt som bor beaktas vid utvardering av dessa strategier ar hur lang tid de faktiskt har
effekt. Det kravs fler studier som tittar pa langtidseffekten, bade med avseende pa djurvélfard
och hur bestaende deras metanreducerande formaga ar. Patra & Saxena (2009) papekar att
mikrofloran kan anpassa sig till saponin (sekundar metabolit) och Danielsson (2016) patalar
risken med att vaccin kan tappa sin effekt pa grund av mikrobiell anpassning. Aven monensin
tappar sin effekt efter en tid pd grund av att mikrofloran anpassar sig (Guan et al., 2006).
Troligen l6per alla strategier som verkar antimikrobiellt denna risk och skulle darmed kunna
innebadra att de tappar sin metanminskande effekt och funktion.

Metanogener har visat sig kunna ta emot och ge bort gensegment och da inte enbart inom arkeé-
domaénen utan dven med bakterier (Saengkerdsub & Ricke, 2014). Detta tyder pa en snabb
anpassningsformaga. Aven metanogenernas formaga att vara substratflexibla tyder pa en bra
anpassningsformaga. Vissa strategier har som mal att skifta VFA proportionen fran acetat till
propionat for att minska substratméangden for metanogenerna. Om da tillganglig vétgas minskar
finns stor risk att metanogenerna hittar andra substrat de kan anvanda som energikalla och
darmed kringgar strategin.

Genom att utveckla anti-metanogena strategier 0kar man édven det “evolutionira trycket” pa
metanogenerna. Man kan likna det med bakteriers utveckling av antibiotikaresistens. Bakterier
som har utvecklat en formaga att dverleva antibiotikan kan sprida egenskapen vidare och snart
hjalper inte antibiotikan langre, eller i detta fall den anti-metanogena strategin. Foljaktligen bor
det dven beaktas om denna tankbara anpassning av mikrofloran har nadgon paverkan pa djurets
valfard. Om metanogenerna boérjar utnyttja ett annat substrat kanske méngden energi som blir
tillgangligt for varddjuret forandras.

Auvslutningsvis kan man fraga sig om man bor fortséatta lagga resurser pa dessa strategier som i
manga fall utgor en fara for djuret och dessutom kanske inte har sa langtidsvarande resultat.
Det finns andra strategier som inte riktar sig mot vamfloran utan snarare belaggningsgraden pa
garden, hur effektiva djuren ar pa att producera, med mera. En annan I6sning ar att dra ner pa
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antalet idisslare globalt, men sa klart har dven dessa lsningar manga for- och nackdelar och
det finns darfor ingen latt 16sning pa metanutslapp-problemet.

Slutsats

Trots att det finns mycket forskning om metanogener &r deras andra egenskaper, utdver
metanbildande formaga, outforskat. Viss forskning tyder pa att metanogenerna kan spela en
storre roll utéver metanbildare for djuret, sasom deras formaga att bilda vitamin B12.
Metanogenerna ingar aven i ett valdigt komplext ekosystem, som forovrigt ar essentiell for
varddjuret, dar det finns mangder av samspel och interaktioner som fortfarande &r bortom var
kunskap. Av denna anledning blir det svart att forutsaga konsekvenser pa varddjurets halsa och
valbefinnande, vilket borde vara av storsta vikt vid utformningen av metanreducerande
strategier.

Min slutsats ar att av de strategier som forskats pa i dagslaget ar det fa, om nagon, som inte
paverkar djuret negativt pa nagot satt. Innan en strategi ska implementeras i konventionellt bruk
bor alla konsekvenser for varddjuret noga kartlaggas. Ingen av strategierna har kommit sa langt
i utvecklingen att det ar redo for marknaden, men jag anser att en djupare djurvéalfarsperspektiv
borde komma in tidigare i utvarderingen. Man bor aven lagga storre tyngd och fokus pa
mikroorganismers formaga till anpassning vid utformningen av dessa strategier, da risken ar
stor att de kan anpassa sig till dessa nya tillsatsen och att strategin darmed tappar sin formaga
efter kort tid.
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