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Sammanfattning

Karies var forr ett mycket vanligt problem men med tiden har ménniskor blivit bittre pé att ta
hand om sina tdnder. Dock finns det fortfarande ménga som har problem. Detta problem beror
pa att mikroorganismer, i synnerlighet olika streptokocker och laktobaciller, producerar syror
som luckrar upp emaljen pa tinderna. Dessa bakterier finns pa olika stillen i munnen och i
saliven. Forutom att det blir besvir i form av ilningar och obehag kan det vid stora problem
vara tvunget att ta bort den skadade tanden eller genomfora en tandfyllning.

Malet och syftet med studien var att se hur intag av probiotiska tabletter som innehaller
Lactobacillus reuteri ATCC PTA 5289 och Lactobacillus reuteri DSM 17938 paverkar
nivaerna av orala Streptococcus mutans och laktobaciller under en treveckors period.
Dessutom undersoktes huruvida probiotika stannar kvar i den orala floran en vecka efter sista
tabletten tas.

Lactobacillus reuteri (Lr), &r en s kallad probiotisk "god bakterie" som normalt anvinds som
kosttillskott eller som tillsats till s& kallade funktionella livsmedel. Flera olika foretag har
produkter med probiotiska bakterier som har olika egenskaper. Beroende pa egenskapen hos
bakterien kan den anvindas for att eventuellt lindra eller minska olika besvér 1 kroppen.

Effekten av probiotika pé kariesbildande bakterier var god och av resultaten att doma sags en
tydlig minskning av S. mutans redan efter forsta veckan for gruppen som fick probiotika.
Detta kan jamforas med personerna som fick placebo vilka lag pé en relativt stabil niva av S.
mutans under hela studien. En signifikant skillnad fanns mellan probiotikagruppen vecka noll
till vecka tva, p=0,02. Det som é&r intressant &r att vissa av deltagarna hade kvar bada de
probiotiska laktobacillerna efter att studieprodukten var slut, medan andra bara hade L. reuteri
ATCC PTA 5289 kvar. En av deltagarna hade till och med 6kat nivén av L. reuteri ATCC
PTA 5289 under vecka tre.

T-RFLP iar en utmirkt metod for att studera sammanséttningen i ett bakteriesamhélle. I denna
studie analyserades endast prover fran tre personer tagna vid tvé tidpunkter vilket &r i minsta
laget och for att fi ett mer palitligt resultat bor fler prover analyseras framdver. Resultatet fran
analysen av tva prover frdn personer behandlade med probiotika och ett med placebo antydde
i alla fall att sammanséttningen var mycket stabil under de tva veckorna. Dessutom var
sammansattningen hos de tre personerna dverraskande lika da cirka 50 procent av TRFerna
fanns hos alla deltagare. L. reuteri andrade inte bakteriesammanséttningen men det ar mojligt
att analys av prover frin fler individer och tagna under en langre tid kan dndra denna slutsats.

Som slutsats kan ségas att studien har fungerat bra och att anvédnda plattor vid en sddan hér
studie for att odla S. mutans har inte gjorts forut da andra produkter har anvinds istillet. Detta
har gjort att studien har fétt battre kvantifiering av resultaten dn vad tidigare studier har fitt.
Det gjordes dven ett helt nytt substrat for odling av L. reuteri ATCC PTA 5289 som inte har
funnits tidigare, detta mojliggor att substratet kommer att anvandas i framtida studier. Att L.
reuteri har detekterats en vecka efter att studieprodukten var slut dr ett resultat som aldrig
visats tidigare, vilket skulle vara vért att studera vidare pa.






Abstract

Cavities used to be a very common problem but over time humans have learned to take care
of their teeth. However, there are still many who have problems. This problem is due to
microorganisms and in particular the various streptococci and lactobacilli producing acids
which loosens up the enamel on teeth. These bacteria can be found at various places in the
mouth and saliva. Besides being a discomfort it can be a major problems and the damaged
tooth needs to be removed or make a dental filling.

The aim of the study was to see how intake of probiotic tablets containing Lactobacillus
reuteri PTA ATCC 5289 and Lactobacillus reuteri DSM 17938 affects the levels of oral
Streptococcus mutans and lactobacilli over a three-week period. Furthermore to see how long
probiotics remains in the oral flora one week after the last tablet is taken.

Lactobacillus reuteri (LR), is a "probiotic" good bacterium that normally is used as
supplement or added to so-called functional foods. Several companies have products with
probiotic bacteria with different characteristics. Depending on the ability of the bacterium, it
can be used to possibly reduce or alleviate various disorders in the body.

The effects of probiotics on caries-forming bacteria were good and judging by the results,
there was a marked reduction of S. mutans after the first week. This can be compared with the
persons who received placebo which had relatively stable levels of S. mutans during the entire
study. A significant decrease of S. mutans in the probiotic group was seen between week zero
and two, p = 0.02. What is interesting is that some of the participants had both probiotic
lactobacilli left when the last study product was taken, while others had only L. reuteri ATCC
PTA 5289. One of the participants had even an increased level of L. reuteri ATCC PTA 5289
in week three.

T-RFLP is a good method for studying the distribution of a bacterial community. In this
study, only three people were included and to obtain more reliable results more samples
should be analysed in the future. The result from analysis of three participants, two probiotics
and one placebo, indicated that the microbial composition was surprisingly stable over the
two-week period. Approximately 50 percent of TRFs were in common between the
participants. Also, L. reuteri does not change the dominant bacterial composition but it cannot
be excluded that analysis of more samples over a longer period will change this conclusion.

As conclusion it can be said that the study has worked well and to use the plates in this kind
of study to grow S. mutans has not been done before when other products have been used
instead. This allowed better quantification of the results than previous studies have received.
There was also an entirely new medium for the cultivation of L. reuteri ATCC PTA 5289
which has not existed before, this allow the substrate to be used in future studies. The fact that
L. reuteri has been detected a week after the last intake of product is a result that has never
been shown before, which would be worth studying further on.
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1. Inledning

Manga i vérlden har problem med sin tandhélsa vilket dels beror pd sackaros som ménga
bakterier metaboliserar, men det kan &dven bero pé bristande hygien eller pa olika typer av
hormonforiandringar som sker i kroppen. Stress ir ett exempel pa nadgot som kan géra munnen
torr. Nar munnen blir torr fir bakterierna i munnen lattare att bilda plack da de inte skoljs bort
av saliven. For att hjdlpa manniskor som har problem krévs nytinkande och dérfor har foretag
utvecklat probiotika for att underlédtta ménniskors problem med tandhilsan. Probiotika finns i
olika produkter som exempelvis fil, yoghurt och juicer men finns ocksa som rena produkter i
form av tabletter. Denna studie har undersokt hur probiotika paverkar kariesbildande bakterier
hos slumpmassigt valda personer.

2. Mal

Malet med studien var att se hur intag av probiotiska tabletter (ca 10° CEU/tablett) som
innehéller Lactobacillus reuteri ATC PTA 5289 och L. reuteri DSM 17938 paverkar nivaerna
av orala Streptococcus mutans och laktobaciller under en treveckorsperiod. Vidare
undersoktes huruvida stammarna finns kvar i munnen en vecka efter att sista tabletten tagits.
Dessutom skulle effekter pa totala mikrobiotan studeras.

3. Studiens design

Studien var randomiserad, dubbelblind och placebokontrollerad med 14 frivilliga deltagare
som var i aldern 18-65 ar (fem mén och nio kvinnor). Deltagarna fick information om att de
inte fatt anvianda antibiotika eller probiotika tre veckor innan studien startade eller under
studiens ging. De skulle fortsdtta med en normal munhygien och att borsta tinderna tva
ginger per dag. Frin randomiseringslistan fick deltagarna varsin burk med placebo eller aktiv
produkt och dessa skulle tas tva ganger per dag, en morgon och en kvéll, under tre veckor.

Salivprovtagningen gjordes med en veckas mellanrum och f6r att stimulera salivproduktionen

tuggade personerna pd paraffinkapslar (Ivoclar Vivadent). Varje deltagare limnade fem
milliliter saliv varje vecka under tre veckors tid, totalt 56 prover fran 14 deltagare.
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4. Karieshistorik

Karies eller tandréta har ménga namn och har varit och dr &n idag ett stort problem i vissa
lander dér tandkrdam och tandborste inte finns eller dr for dyrt att kopa (www, ADA, 2010).
Begreppet karies borjade anvéndas redan ar 5000 fore Kristus. I Irak, didvarande sddra
Mesopotamien, har texter patriaffats ddr tandmaskar ansags ha orsakat tandbesvéren.

Tandlékare fanns i Egypten redan under perioden ”Old Kingdom” (3000 f.kr.) och den forste
som fick béra titeln var Hesy-Re (www, egyptologyonline, 2010).

Samtidigt som den forste titulerade tandlédkaren kom sé gjordes ocksa den forsta tandborsten,
den gjordes av babylonier genom att branna dnden av en kvist (www, Colgate World of Care,
2010 och www, About, 2010). Kineserna tros ha uppfunnit den forsta tandborsten vid 15:e
arhundradet, tandborsten kan liknas med den moderna tandborste som anvénds idag. Den
kinesiska tandborsten bestod av borstharstran frdn grisnacke som sattes fast pa ett ben eller en
bambupinne. Idén var revolutionerande och nir sedan borsten kom till Europa sa édndrades
formen och designen och de borjade istillet anvinda harstra fran hist som ansags vara
mjukare. I vissa delar av Europa anvindes fjadrar.

Harstrén frén olika djurslag var det enda som fanns till handa till dess att Du Pont upptickte
nylonet (www, Colgate World of Care, 2010 och www, About, 2010). Upptéckten gjorde att
det ar 1938 borjade tillverkas en tandborste som var allt mer lik den som anvinds idag.
Allteftersom aren gick sé ville folk ha ett mjukare nylon och s blev ocksa fallet, 1950
introducerades det mjukare nylonet till tandborsten. Ett ar senare efter att nylontandborsten
borjade tillverkas gjordes den forste elektriska tandborsten.

Idag finns det méngder av olika tandborstar och eltandborstar med olika mjukhet pa nylonet,
form pa borsten, storlek och grepp. Allt for att tandborstningen ska bli ldttare och mer
ergonomisk (www, Colgate World of Care, 2010 och www, About, 2010).

Tandkramen ansags ha anvints av egyptierna runt 5000 f.kr. for att rengora tinderna och den
utvecklades innan tandborsten var pakommen (www, Colgate World of Care, 2010 och www,
About, 2010). Nér tandkramen kom var det av samma anledning som den anvinds idag, att
halla tinderna rena och vita samt att ge en bra andedrékt. Ingredienserna i tandkrdmen var
vildigt varierande i olika delar av varden. Egyptierna anvinde sig av pulver av ox hovar, aska
och brént dggskal som kombinerades med pimpsten, en sorts grasten fran vulkaner, som dven
idag anviands som hudrengoring. Greker och Romare ville hellre ha mer stravhet i sin
tandkrdm och anvinde sig istéllet av malda ben och ostronskal. For att f mer smak och fa en
béttre andedrékt tillsatte Romarna, mald korall och bark. Kineserna anvénde sig av olika
dmnen men de flesta inneholl ginseng, mintorter och salt.

Anvindningen av den mera moderna tandkrdmen borjade vid 1800-talet, dir tidigare innehall
utgjordes framst av sapa och ar 1850 tillsattes dven krita (www, Colgate World of Care, 2010
och www, About, 2010). Innan tandkrdmen blev just tandkrdm sé var tandkrdmens konsistens
av pulvertyp. Under ar 1850 kom en ny sorts tandkrdm pa burk som kallades Créme
Dentifrice. Efter 1945 uteslots sapa 1 tandkrdmen och ersattes av @&mnen som gjorde
tandkrimen till den lena och emulgerande pasta som den #r idag. Amnet natriumlaurylsulfat
(som fungerar som ett fortjockningsmedel och detergent) var ett av dem och detta anvénds &n
idag.

Fynd av tdnder under 1900-talet har visat att karies och skador pé tandrothinnan fanns i alla
aldrar (Suddick et al, 1990). I nutid varierar tandsjukdomar mycket och detta har sin storsta
forklaring 1 att dieten har foréndrats.
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Efter &r 1850 borjade tillgingen pa sackaros dka och produkten borjade anvindas 1 manga
livsmedel, bland annat sylt och i England dven i te (Suddick et al, 1990). Fran och med denna
tidpunkt 6kade de dentala sjukdomarna markant, sérskilt pa tandens tuggyta sa kallat ocklusal.
Den enda nedgangen som har setts dr under de tre senaste artiondena, da framst i
industrilinderna. Den explosiva 6kningen av dentala sjukdomar och ddrmed den smirta och
virk det medfodde resulterade i en stor efterfrdgan pa “tandlékare” som kunde tackla dessa
problem. I en tidigare era, som markerade borjan for tandlidkare, utvecklades nya metoder for
att behandla dentala sjukdomar. Genom en nog sd smirtsam behandling drog de ut den
virkande eller inflammerande tanden. Tekniken gick vidare frén generation till generation och
spreds véirden Over for att kunna ldras ut. Behandlingen gjordes utan ndgon form av
beddvning och under medeltiden fick détidens tandldkare namnet “Barberar-kirurger”. Den
primédra uppgiften att dra ut tinder men kombinerades med att raka och klippa héret, behandla
sar samt att gora peruker. I USA och Europa kombinerades Barberar-kirurgerna yrket med att
vara smeder, skomakare, skridddare och till och med fotografer.

5. Streptococcus mutans

Streptococcus mutans ar —
grampositiva fakultativa anaeroba PYOSENEEOUR A~ iy ; anginosus group
bakterier som tillhor familjen S dfchaiue SRl
Streptococcaceae (Hamada et al, Jii _ S Sy .
1980). I mikroskop kan S parauberk > w":} ;’_”-*'-.w:;:T:;:;J\'f<r?’
streptokocker oftast ses som ett . i \
parlband, de kan dven ses en och (L |
en beroende pé olika faktorer. i Sparasanguis |
Exempel pa sadana faktorer kan S.suis : v
vara stress och tillvaxtsubstrat. S. Sacidomininmis ] \

mutans ar mest kind for // .

;

bildningen av karies vilket 18 ratnis Seq "fmr_\ S aaaciolyricis
tidigare har nimnts som ett stort S bovis
prOblem. Soluians” & cricerus bovis group

& oy n_jr'
/

A & sobrimis

\,

\\‘ // ‘mutans group

Smacacae™——"

mitis group

8. thermopliifns
Sovestibularis
S salivarius

salivarius group

Figur 1 Streptococcus mutans slakttrad, (www, School of Dental Sciences, 2010)
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Saliv

Karies beror pa en uppldsning av tindernas olika Sackaros
anatomiska delar (Baron et al, 2010). Framst &r det

nedbrytningen av tandmineralet hydroxyapatite,

Cao(PO4)s(OH),, av syror som produceras av de Plack-

olika syraproducerande bakterierna som finns i beftae”kde_zv |
munhalan. Syrorna bildas av kolhydrater som polyae a?fﬁ -
aterfinns i maten. De olika bakterierna i munnen polysackarider?,
bidrar till att det bildas plack. Plack &r en biofilm .
vilken gor det ldttare for organismer att utféra sina
aktiviteter da de ger ndringsdimnen som bakterierna
behover.

10Ca™[ag)+ GHPO[ag) + ZH:O()

Emalj

Cag(PO.)d OH (s} + BH'lag) 2 10Ca"(ag) + EHPO. ag)+ 2H,0(1]

+ \Vatten

Emazlj syror - Kalcum + Fosfat

Forr ansags att alla bakterier i munfloran bildade Dentin

karies (Baron et al, 2010). Sé dr inte fallet och
framst ar det S. mutans som primért bildar de plack
som senare andra syraproducerande bakterier kan
leva och verka i. Under forsta och andra
vérldskriget samt under Koreakriget var
kariesfrekvensen s& hog och allvarlig att manga av
de unga mén som sokte militartjanst inte fick ta
varvning, vilket ledde till att tandldkaryrket blev ett
separat vardyrke i slutet av 1800-talet. Detta visade
sig inte vara det mest effektiva och billiga
alternativet, kostnaden for att utbilda tandldkare och
att laga det amerikanska folkets tdnder kostade
folket 34 miljarder dollar per ar under 1990-talet.

Figur 2. S. mutans angrepp mot tandytan (egen bearbetning)
Det mest kostnadseffektiva séttet att minska

problemen med karies visade sig vara fluorskoljning (Baron et al, 2010). 1914 introducerades
fluortandkramen vilket blev och &dr dn idag den bésta forebyggande metoden mot karies.
Individer som har 6kad risk att f karies kan bli behandlade med olika metoder (Baron et al,
2010). Tillexempel recept pé olika fluorprodukter, antimikrobiella &mnen (till exempel
klorhexidin), begransning eller uteslutning av sackaros mellan maltider eller genom att
anvinda sotningsmedel istéllet for sackaros (till exempel xylitol). Under 2000-talet har
kariesinfektioner blivit kontrollerbara i takt med att manniskor har fatt mer kunskap om hur
karies forebyggs. Nistan 50 procent av de unga barnen 1 USA &r idag kariesfria och antalet
individer 6ver 65 ar som har en avsaknaden av tdnder har minskat frén 50 till cirka 20
procent.
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5.1 Etiologi
Tandréta har lange varit kéint men var inte ett sérskilt stort

problem forrin sackaros blev en huvudingrediens i ménga

produkter (Baron et al, 2010). Nér sackaros konsumeras - Emalj
frekvent gynnas S. mutans och blir en dominerande Krona - -— Tandben
organism. Det dr denna mikroorganism som sérkilt har (= e
forknippats med tandroéta. L§ \

— Cement
Ar 1942 isolerades S. mutans fran skadade
minniskotdnder men den var inte helt studerad forridn Rot
under 1960-talet. D4 identifierades den pa nytt nir S Ben
kariesinfektion hos gnagare undersoktes (Baron et al, Ll | 14 Blodkér]
2010). I dessa undersokningar var det svért att visa att S. ] e

mutans var en humanpatogen, detta eftersom den ar en

normal del av munfloran. Det var dven svart att visa att
en 6kning av S. mutans skulle dverensstimma med Figur 3. Tandernas anatomi (www, Rondini E, 2010)

gamla studier om att bakterien gav skador pa tdnderna.

Skador pé tdnderna kan ses som vita flackar, sa kallad kritkaries (www, Maria tandvérd, 2010
och Baron et al, 2010). Kritkaries dr begynnande karies, emaljen har da dnnu inte 16sts upp sé
mycket men det dr en varningssignal pa att emaljen ar pa vég att 16sas upp och hél kan
komma att uppsté. Dock ér inte vita flickar nagon garanti pa att det skulle vara kritkaries, det
skulle kunna vara en stdrning i tandens mineralisering eller en missfargning. Det beror pa var
de vita flickarna sitter pd tanden. Sitter de i tindernas klyftor, vid tandkottskanten eller vid
tdndernas mellanrum sa &r risken storre att det ar kritkaries.

S. mutans och laktobaciller finns normalt i munfloran hos alla individer men varierar i antal
frén person till person (Baron et al, 2010). Nér salivproduktionen minskar och pH i placken
sdnks sd leder det en selektion av syretoleranta bakterier sa som S. mutans och laktobaciller.
Under utvecklingen av karies 6kas proportionerna forst av S. mutans och sedan av
laktobacillerna signifikant. Denna ordningsf6ljd indikerar att S. mutans ér involverad i
bildningen av kariesskador medan laktobacillerna associeras till fortsatta angrepp pa tinderna.
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5.2 Sackaros i dieten

Nir sackaros finns tillgdngligt for fermentation kommer pH mellan plack och emalj snabbt att
sjunka ned till fem (Baron et al, 2010). Om sackaros konsumeras under méltiderna utséndras
tillrackligt med saliv for att buffra det 1dga pH-viardet och karies uppstér inte. Studier har visat
att om tv4 deciliter sackaros konsumeras via méltider under tvé ars tid s resulterar det inte i
hal. Om samma méngd konsumeras mellan maltider sd resulterade det i tre till fyra nya hal
per ar. Om sackaros konsumeras under en langre tid kommer det ocksa finns sackaros 1
saliven under en langre tid. Det betyder att om sackaros finns tillgéngligt for fermentation
skulle det l14ga pH-vérdet finnas kvar under en lidngre tid vilket resulterar i hal.

/ Dietira K ]\

[ackaros : Stirkelse
— Invertas Laktos
Amylas
Glukos Maltos
GTF FTF
! Fruktos
- |
,’ A
f
[ r" Glukan
ira | -I lika plack
potysuckarider Froktan et
] Andra _J

Fastande plack |

| Upplésning Mjilksyra Andra
! matrix pa ténder | av emal;j ) syror

GTF- gluksyltransferas
FTF- fruktosyltransferas

Figur 4. S. mutans metabolism av sackaros (www, University of Leeds, 2010)

Om pH-vérdet inne i placket understiger fem kan inte saliven buffra mer och mjolksyra
kommer di att borja 16sa upp tandens emalj. Kalcium och fosfatjoner kommer att diffundera
frén tandemaljen ut i saliven. Normalt kommer saliven med nya mineraler som hade reparerat
den uppstadda skadan men é&r salivprodukionen délig eller om halet uppstatt pa ett stille dér
saliven har svart att nd kommer detta att resultera i karies. S. mutans har visats kunna

metabolisera sackaros pd ett anmarkningsvart sitt som ingen annan plackorganism kan (figur
4).

Det intressanta steget sker i energimetabolismen och i denna process anvédnds enzymet
invertas for att bryta ned sackaros till dess bestandsdelar glukos och fruktos vilka i sin tur
omvandlas till mjolksyra i glykolysen. For att bilda plack anvénder S. mutans ett annat
enzym, glykosyltransferas (GTF) som anvénds fora att bryta ned sackaros men istillet for att
gora syra omvandlar den glukosmolekylen till glukospolymerer s kallade glukaner.
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S. mutans bildar flera komplexa glukaner med olika kdrnbindningar for att ge ett starkt faste
pa tandytorna. De identifierade glukanerna har olika mycket forgreningar och molekylvikt.
Dextran dr en av glukanerna som bildas med 1->6 bindning i kdrnan, medan mutan som 4r en
annan glukan som S. mutans kan bilda har en 13 bindning i kdrnan.

S. mutans har ocksa fruktosyltransferas (FTF) ett enzym som kan dela sackaros och omvandla
fruktosmolekylen till en fruktospolymer, fruktan (Baron et al, 2010). Andra plackassocierade
bakterier kan anvénda sackaros for att syntetisera en eller flera av dessa polymerer med
undantag for mutan.

En méngd experiment in vitro har visat att glukaner gor att S. mutans kan fésta till tindernas
yta (Baron et al, 2010). Detta kan betyda att dessa fdstande polymerer gor att S. mutans kan
fasta ordentligt pa tandytan och borja ackumuleras dir och direfter fororsaka karies i
underliggande yta.

5.3 Far barn och ungdomar lattare hal i sina tander?

Barn som fér sina forsta tdnder dr mer kdnsliga for karies dn vuxna. Om karies skulle uppsté
hos barn blir skadan snabbare stor, vilket medfor att tinderna kan behova lagas

(www, 1177, 2010). Ténderna kan laga sig sjdlva genom material som kommer med saliven.
Dérfor ar det speciellt viktigt for barn och ungdomar att halla en bra munhygien. Nér
tanderna rontgas kan en borjan till hal ses, dessa hal behdver inte alltid bli vérre och det &r
inte sékert att de behdver lagas. Det kan vara bra att bérja med fluortandkram sa tidigt som
mojligt for att undvika kariesproblem. Barn som har kvar sina mjdlkténder &r d&nnu kansligare
for kariesangrepp da dess emalj dr tunnare dn pa de permanenta tinderna.

6. Fluortanten

Fran 60-talet och framat slutet av 80-talet hade de svenska skolbarnen obligatorisk
fluorskoljning, uppgiften skottes av en sa kallade Fluortant (www, Allt om dina tédnder, 2010).
Hon hade dven foreldsningar om munhélsa och hur barnen bést skulle skota sina tdnder.
Hennes besok fick ungdomar att regelbundet fundera 6ver sina tdnder, men tyvirr drogs av
besparingsskil det obligatoriska fluorskodljandet 1 Sveriges skolor in i slutet av 80-talet.

7. Probiotika

Ordet probiotika betyder for livet” och associeras idag med positiva hilsoeffekter av tillforda
mikroorganismer pa bade djur och ménniskor. Detta kan jdmforas med antibiotika som
betyder “mot livet” (www, EB, 2010 och FAO/WHO, 2001). Probiotika &r s kallade ”goda”
bakterier och anvénds for att skydda oss mot de ”onda” bakterierna eller pa annat sitt skydda
mot sjukdom. Det kan kénnas lite konstigt att bakterier, vilka i daglig mun férknippas med
sjukdomar, anvédnds, men faktum é&r att bakteriers formaga att bilda mjolksyra har utnyttjats i
arhundraden. Detta for att forlinga hallbarheten och fermentera olika livsmedel som till
exempel ostar. Probiotika finns idag i manga olika produkter som riktar in sig pa olika
problem, probiotikans agerande gillande skadliga organismer listas nedan (Spiller et al, 2008)

e Konkurrens om nédring med de skadliga organismerna

e Hindrar att patogener kan binda till epitelceller 1 tarmen

e De kan producera antimikrobiella substanser (tillexempel viteperoxid) som kan
hdmma eller doda patogener
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Forutom att mjolksyrabakterierna ger skyddande effekter bidrar de ocksa med smak och
konsistens.

7.1 Probiotikans historia

Metoder for att konservera mat har varit kinda i ménga artusenden (Schrezemeir et al, 2001).
Séttet som det konserverades pa forr var genom fermentering och det har konstaterats att detta
anvindes redan vid stendldern d& gropar som kan ha anvénts till detta &ndamal har upptickts.
Genom att griva ned kott 1 gropar sa minskade tillforseln av syre och fermentering kunde ske,
vilket i sin tur minskade forruttnelseprocessen. Redan i den persiska versionen av gamla
testamentet sdgs det att (1:a Moseboken 18:8):

“Abraham owed his longevity to the consumption of sour milk.”

vilket menas att Abraham levde lingre efter att ha druckit sur mj6lk (Schrezemeir et al,
2001). Ar 76 fore Kristus kom den romerska historiken Plinius att rekommendera folket att
ata fermenterade mjolkprodukter for att behandla mag- och tarminfektioner.

Det var inte forrdn den ryskfodde biologen Eli Metchnikoff (1845-1916) som arbetade pa
Pasteur-institutet i borjan av forra drhundradet observerade den positiva roll som vissa
bakterier kunde ha (FAO/WHO, 2001). Metchnikoff tillskrevs epitetet ’probiotikans fader”
och han fick nobelpriset 1908, men inte for observationen pé bakteriers positiva roll utan for
celluldr resistens. Ar 1907 hivdade Metchnikoff att:

"The dependence of the intestinal
microbes on the food makes it possible to adopt measures to modify the flora in our
bodies and to replace the harmful microbes by useful microbes"

Han menade att tarmfloran kan fordndras genom maten vi dter och genom att byta ut skadliga
organismer mot goda (FAO/WHO, 2001). Samtidigt som Metchnikoff hdavdade detta
papekade en fransk barnldkare vid namn Henry Tissier att barn med diarré hade ett 1agt antal
Y formade bakterier i avforingen. Dessa ”bifido”-bakterier fanns i motsatts till sjuka barn mer
hos friska barn. Tissier hdvdade da att dessa bakterier kunde anvindas till patienter med diarré
for att Aterstilla till en normal tarmfloran. Aven om Metchnikoff och Tissier kom med de
forsta vetenskapliga forslagen till anvindningen av probiotika s& myntades inte termen
probiotika forrdn 1974 av Parker. Han definerade probiotika som (Schrezemeir et al, 2001):

“organisms and substances which contribute to intestinal microbial balance.”

Nar Parker anviande ordet substances 1 sin definition inkluderade det ocksa antibiotika
(Schrezemeir et al, 2001). Ar 1989 forsokte Fuller att forbittra Parkers definition med
foljande atskillnad:

”A live microbial feed supplement which beneficially affects the host animal by improving its
intestinal microbial balance”

Denna uppdaterade definition lyfte fram behovet och de positiva hélsoaspekter av probiotika
hos viirden, som enligt definitionen var ett djur (Schrezemeir et al, 2001). Ar 1992 kom
Havenaar et al med en bredare definition av probiotika med hénseende pd virden och
mikrofloran:
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“A viable mono- or mixed culture of microorganisms which applied to animal or man,
beneficially affects the host by improving the properties of the indigenous microflora”

Den senaste definitionen av probiotika kom frdn Guarner och Schaafsma, 1998, som dven
WHO och FAO anvénder idag, den lyder (Schrezemeir et al, 2001 och FAO/WHO, 2001):

“Live microorganisms which when administered in adequate amounts confer a health benefit
on the host”

Dessa olika definitioner har gjort att manga produkter inte fir kalla sig probiotiska
(Schrezemeir et al, 2001 och FAO/WHO, 2001). Efter Metchnikoffs och Tissiers uttalande
om den goda effekt som probiotika kunde medfora blev det kommersiella anvindandet stort.
Men deras resultat var inte alltid positiva vilket gjorde att probiotika sadgs som vetenskapligt
obevisad. Detta gjorde att intresset for probiotika bdrjade sjunka under artiondena. Men de
gingna tre decennierna har forskningen gjort stora framsteg med karakterisering av
probiotiska kulturer som kan anvéndas for att ge en béttre hilsa. Allt eftersom nya produkter
och ingredienser lanserats 6kade ocksa kraven pa forskningen och dokumentationen av
produkterna. De slidkten som anvinds till probiotika &r néstan helt uteslutande Lactobacillus
och Bifidobacterium.

8. T-RFLP

Terminal restriction fragment lenght polymorphism, T-RFLP dr ett mycket effektivt sétt att
visa hur sammanséttningen av olika bakterier varierar i olika ekosystem (Dicksved J, 2008
och Nakano Y et al, 2008). Metoden gér ut pd att mdrka PCR-produkten med en
fluorescerande molekyl. Med hjélp av restriktionsenzymer kommer produkten att klyvas men
bara de fragment som &r mérkta kommer att detekteras vid en efterfoljande elektrofores.
Elektroforesen dr kopplad till en detektor som automatiskt detekterar fluoroserande
molekyler. Sekvens-polymorfism mellan arter ger heterogena fragmentldngder, TRFer och
deras korresponderande lingder (baspar). Intensiteten av fluorosensen registreras ocksé och
ses som en kvantitativ métning av mdngden av individuella TRFer. Denna kvantitativa
métning ska endast ses som en relativ kvantifiering, det vill sdga den relativa médngden TRFer.
Genom att analysera storleken och mdngden av TRFer kan olika prover jimforas med
varandra och se hur férdelningen av bakterier fordndras under tiden. T-RFLP kan anvéndas
for att se skillnader pa TRFer eller dominanta populationer i en mikrobiota. T-RFLP har
anvints med goda resultat i tillexempel fordndringar av mikrobiotan vid intag av antibiotika,
fordndringar 1 feces hos allergiker och fordndringar i orala mikrobiotan (Dicksved J, 2008 och
Nakano Y et al, 2008). En nackdel som T-RFLP har &r att datan inte ar pélitlig som
identifiering, pa grund av att linken mellan TRFer och olika bakteriearter har brister. En
annan nackdel &r att en TRF kan potentiellt harstamma frén flera orelaterade arter.
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9. Tidigare studier av probiotika mot karies

9.1 Lactobacillus reuteri i tabletter och sugroér

Salivary mutans streptococci and lactobacilli levels after ingestion of the probiotic
bacterium Lactobacillus reuteri ATCC 55730 by straw or tablets

(Esber Caglar', Sule Kavaloglu Cildir', Semra Ergeneli', Nuket Sandalli' & Svante Twetman?)
'Department of Paediatric Dentistry, Dental School, Yeditepe University, Istanbul, Turkey and” Department of Odontology, Pediatric

Dentistry, Faculty of Medicine, Umea University, Umed, Sweden and Department of Cariology and Endodontics, School of Dentistry,
Faculty of Health Science, University of Copenhagen, Denmark.

Malet med studien var att se hur korttidskonsumtion av vatten genom ett preparerat sugror
med probiotika eller tabletter som innehdller Lactobacillus reuteri kunde paverka nivaerna av
streptokocker och laktobaciller hos unga vuxna.

Studien bestod av 120 friska ungdomar i &ldern 21-24 &r, férdelningen var 71 mén och 49
kvinnor. Fyra veckor innan studien pdborjades fick deltagarna inte ha konsumerat antibiotika,
probiotika eller tugummi med xylitol, de fick inte heller géra ndgon form av fluorbehandling
under dessa veckor. Deltagarna hade en normal munhilsa; inga obehandlade kariesskador
eller tecken pa blodande tandkott.

Studien pagick i tre veckor och deltagarna delades in 1 fyra grupper: Grupp A fick dricka
vatten genom ett sugrdr som var preparerat med probiotika, Grupp B fick dricka vatten genom
ett sugror med placebo. Grupp C fick en probiotisk tablett och Grupp D fick en placebotablett.
Varje grupp bestod av 30 deltagare.

Deltagarna fick information om att de skulle fortsidtta med normal munhygien och borsta
tdnderna tva ganger per dag. Salivproven togs vid tidpunkten noll och en dag efter den sista
sugroret och tabletten togs. For att stimulera salivproduktionen anvédndes paraffinkapslar.
Béde sugroret och tabletterna innehdll Lactobacillus reuteri ATCC 55730 med 10° CFU per
sugror eller tablett.

Tabell 1 Resultatet visade att S. mutans minskade signifikant.

Tid n S. mutans poéng(CFU)
0 1 2 3

Ingen tillvixt  <10* 10° >10° P
Grupp A (prob.sugror)
Tidpunkt 0 30 6 4 5 15
3 veckor 30 9 6 14 1 <0,05
Grupp B (placebo
sugror)
Tidpunkt 0 30 6 9 9 6
3 veckor 30 8 7 8 7 NS
Grupp C (prob. tablett)
Tidpunkt O 30 9 5 5 11
3 veckor 30 17 2 8 3 <0,01
Grupp D (placebo tablett)
Tidpunkt O 30 13 5 5 7
3 veckor 30 12 6 6 6 NS

CFU= colony forming unit, NS= not significant

Tabell 2 Resultatet visade att laktobaciller forblev oférdndrad.
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Tid n Lactobacillus poéng(CFU)

0 1 2 3

<10’ 10* 10° >10° P
Grupp A (prob.sugror)
Tidpunkt 0 30 9 13 5 3
3 veckor 30 15 9 3 3 NS
Grupp B (placebo
sugror)
Tidpunkt 0 30 12 10 3 5
3 veckor 30 15 5 7 3 NS
Grupp C (prob. tablett)
Tidpunkt O 30 14 5 5 6
3 veckor 30 18 4 7 1 NS
Grupp D (placebo tablett)
Tidpunkt 0 30 19 3 8 -
3 veckor 30 19 5 6 - NS

CFU= colony forming unit, NS= not significant

Resultatet blev, som ses i tabellerna, att bade tabletterna (grupp C) och sugroret (grupp A)
hade signifikanta minskningar av S. mutans, p<0,05 sugror, p< 0,01 tablett. Ddremot fanns
inga signifikanta skillnader pa laktobacillerna f6r ndgon av produkterna.

9.2 Lactobacillus reuteri i tuggummi

Effect of chewing gums containing xylitol or probiotic bacteria on salivary mutans
streptococci and lactobacilli (E. Caglar & S. C. Kavaloglu & O. O. Kuscu & N. Sandalli & P. L.
Holgerson & S. Twetman)

Malet med studien var att jimfora effekten av xylitol med probiotiska tuggummin samt att se
hur effekten blev om dessa kombineras. Nivan av S. mutans och Lactobacillus jamfordes efter
konsumtion av xylitol och probiotiska tuggummin.

Studien bestod av 80 friska ungdomar 1 dldern 21-24 ar, 44 kvinnor och 36 mén. Deltagarna
fick inte konsumera nagon antibiotika eller anvidnda fluorprodukter. De fick inte heller ha
konsumerat probiotika eller tuggat tuggummi med xylitol under fyra veckor innan studien
startade.

Studien pagick i tre veckor och deltagarna blev uppdelade i fyra grupper: Grupp A fick ett
probiotiskt tuggummi tre ganger per dag, grupp B fick tvé xylitoltuggummi tre gdnger per
dag, grupp C fick tva probiotiska tuggummin och fyra xylitoltuggummin per dag och grupp D
fick ett placebotuggummi utan ndgra aktiva &mnen i. Varje grupp bestod av 20 deltagare.

Deltagarna fick information om att de skulle fortsidtta med normal munhygien och borsta

tdnderna tva ganger per dag. Salivprov togs vid tidpunkten noll och en dag efter sista
tuggummit konsumerades. For att stimulera salivproduktionen anvédndes paraffinkapslar.
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S. mutans poing'

Tid n
0 1 2 3 p
Grupp A (probiotika)
Tidpunkt O 20 7 2 5 6
3 veckor 20 12 5 3 0 <0,05
Grupp B (Xylitol)
Tidpunkt 0 20 6 3 4 7
3 veckor 20 7 5 8 0 <0,05
Grupp C (Probi. + Xylitol)
Tidpunkt 0 20 7 3
3 veckor 20 8 6 1 NS
Grupp D (Placebo)
Tidpunkt 0 20 6 4 6 4
3 veckor 20 7 5 4 4 NS
Siffrorna i tabellen= antal deltagare, NS= not significant difference.
'Poing 0= 0-10 CFU; Poing 1= 11-99 CFU; Poing 2= 100-500 CFU; Poing 3=>500 CFU
Tid n Lactobacillus  (CFU/ml)
<10’ 10 10° >10° p

Grupp A (probiotika)
Tidpunkt 0 20 5 6 4 5
3 veckor 20 8 6 3 3 NS
Grupp B (Xylitol)
Tidpunkt 0 20 5 8 3
3 veckor 20 15 3 1 1 NS
Grupp C (Probi. + Xylitol)
Tidpunkt 0 20 2 4 8 6
3 veckor 20 7 3 7 3 NS
Grupp D (Placebo)
Tidpunkt 0 20 3 8 7 2
3 veckor 20 4 9 5 2 NS

Siffrorna i tabellen= antal

deltagare

NS= not significant

Resultatet blev, som tabellerna visar, att grupp B (xylitol) och grupp A (probiotika) fick
signifikanta skillnader (p<0,05), medan grupp C som fick bade probiotika och xylitol inte fick
nagon signifikant skillnad. Detta kan bero pa att xylitol dr bakteriechammande och gjorde
forutom att hdimma S. mutans att ocksa L. reuteri himmades. Det fanns inga signifikanta
skillnader pa laktobacillerna for de olika produkterna.
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9.3 Lactobacillus reuteri i barnnappar

A probiotic lozenge administrated medical device and its effect on salivary mutans
streptocci and lactobacill (Esber Caglar, Ozgur Onder Kusch, Sule Kavaloglu Cildir, Senem Selui
Kuvvetli & Nuket Sandalli)

Department of Paediatric Dentistry, Dental School, Yeditepe University, Istanbul, Turkey

Malet med studien var att undersoka effekten av Lactobacillus reuteri som levererades med
en ny medicinskt uppfinning. Uppfinningen var en napp till barn som innehdll en probiotisk
tablett i gummipésen av nappen. Gummit hade 0,5 millimeter stora hal dir den upplosta
probiotikan kunde komma ut och verka. Nivderna av S. mutans och laktobaciller jamfordes
hos unga kvinnor med hdg nivé av S. mutans.

Studien var randomiserad, dubbelblind och placebokontrollerad och bestod av 20 unga
kvinnor 1 tjugodrséldern, 10 av dem fick aktiv produkt medan 10 fick placebo som kontroll.

Klinisk data visade att ju senare tinderna koloniseras av S. mutans desto mindre sannolikhet
att karies uppstar, om de gor de 6verhuvudtaget. Men av etiska skil kunde inte barn anvéndas
i studien s4 istillet anvindes gravida kvinnor med hog nivé av S. mutans (>10° CFU per
tablett).

Studien varade 1 tio dagar och vid urvalet fick deltagarna inte ha anvént probiotika eller
antibiotika tva veckor innan studien bdrjade. Produkten skulle tas pd formiddagen och tog ca
15 minuter att anvinda, tandborstning var inte tilldtet minst en timma efter anvindandet av
produkten.

Salivproven togs fore och efter tiodagars perioden, paraffinkapslar anviandes for att stimulera
salivproduktionen.

Probiotika grupp | Placebo grupp |p

Tidpunkten 0
(férbehandling)
S. mutans poéang, CFU/ml

0 Ingen tillvaxt 0 0

1 <10’ 0 0 NS

2 10°-10° 6 6

3 >10° 4 4

10 dagar (efterbehandling)

0 Ingen tillvaxt 0 0

1 <10° 3 0 0,016*
2 10°-10° 7 5

3 >10° 0 5

P 0,016%** NS

*

y’-test **McNemar test
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Probiotika Grupp | Placebo grupp |p

Tidpunkten 0 (forbehandling)
lactobacillus, CFU/mlI

0 <10 0 0

1 10* 5 5 NS
2 10° 5 3

3 >10° 0 2

10 dagar (efterbehandling)

0 <10 0 0

1 10* 4 2 NS
2 10° 5 5

3 >10° 1 3

P NS NS

y’-test och McNemar test

Resultatet som ges i tabellerna ovan visar att S. mutans nivaerna i probiotika gruppen
minskade signifikant (p< 0,05) under en tiodagars behandling men att laktobacillerna inte
uppvisade nagra signifikanta skillnader. Detta dr vid jimforelse med de andra ovanstaende
studier samma signifikanta skillnad p= 0,05.

9.4 Lactobacillus rhamnosus GG i mjolk

Effect of Long-Term Consumption of a Probiotic Bacterium, Lactobacillus rhamnosus
GG, in Milk on Dental Caries and Caries Risk in Children

L. Nése, K. Hatakka, E. Savilahti, M. Saxelin, A. Ponkéd, T. Poussa, R. Korpela, J.H.
Meurman

Lactobacillus rhamnosus GG, (LGG), har visat antagonism till ménga bakterier inklusive S.
mutans. Studien var randomiserad, dubbelblind och placebokontrollerad och gick ut pé att
undersdka om mjolk som inneholl LGG har nagon effekt pa karies och risken av karies hos
barn vid jimforelse med vanlig mjolk. 594 barn i dldrarna ett till sex ar fran 18 olika
kommunala dagis inkluderades i forsoket. Barnen fick mjolken med maten fran kodade
behéllare fem dagar i veckan pa dagis under sju ménader.

Barnens orala hilsa noterades vid studiens borjan och vid studiens slut. Kariesrisken rdknades
ut baserat pé kliniska och mikrobiella data, vilket S. mutans nivaer frén plack och saliv
inkluderades. Risken klassificerades som hog om barnen hade dmft/DMFT (tandlékarnas
kariesindex, DMFT= Decayed, Missing, Filled Teeth, permanenta tinder, dmft= priméra
tander) eller begynnande karies podng >0, och en S. mutans mingd pa > 10° CFU/ml.
Resultatet visade mindre karies i LGG gruppen och ldgre niva av S. mutans vid slutet av
studien. LGG visade sig minska risken av karies signifikant p= 0,01. Effekten var sérskilt stor
hos tre till fyradringar. Slutsatsen dr att mjolk som innehaller probiotikan LGG har
hilsosamma effekter pa barns tandhilsa.
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10. Material och metod
10.1 Media optimering

10.1.1 Lactobacillus reuteri ATCC PTA 5289

Innan studien borjade fanns inget substrat som Lactobacillus reuteri ATCC PTA 5289 kunde
odlas selektivt pa. Med hjélp av referens (pers.:med.: Roos,2009) kunde ett substrat goras.
Substrat gjordes med kunskapen att stammen klarar hoga nivder av galla. Olika
koncentrationer av grisgalla anvindes for att optimera substratet vilket tabellen nedan visar.
Andra bakterier togs upp fran -70 grader i frysen for att se hur selektivt substratet var for
ATCC 5289. Bakteriestammarna som anvandes var: Lactobacillus reuteri DSM 17938,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus
rhamnosus, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus salivarius. Dessa
fick sedan vidxa i MRS buljong, 37°C i tva dygn. En 100x spddningsserie gjordes sedan dér
spiadningarna 10', 10°, 10° anvéndes, fran spadningsserierna togs 10 respektive 100 pl av
bakteriesuspensionen och racklades ut pé plattorna. Plattorna inkuberades sedan anaerobt vid
37°C i tva dygn.

10.1.1.1 Konfirmering av Lactobacillus reuteri

Genom att anvdnda PCR med specifika primers for L. reuteri kunde en verifiering goras av
Lactobacillus reuteri ATCC PTA 5289 och Lactobacillus reuteri DSM 17938 (pers.:med.:
R00s,2009).

Varje koloni som skulle konfirmeras togs och slammades upp i 10 pl sterilt vatten i PCR ror
med hjélp av en tandpetare. Kolonierna togs fran laktobacillus plattorna, MRS med galla och
Rogosa ampicilin. Primerna som anvindes var:

A: LR2/0733f (GACAGTGGCTAAACGCCTTC) och r(AATTCCACTTGCCATCTTCQG)

B: SNP1 5289: (TTCCTGATCTTTTTCCGGAA) och SNP1r
(TTGTCTTTGTTCCACGAGCA)

D: LR1/1694f: (TTAAGGATGCAAACCCGAAC) och r(CCTTGTCACCTGGAACCACT)

Kolonierna som véxte pA MRS galla motsvarar L. reuteri ATCC PTA 5289 och preparerades
med primerna A och B separat i olika PCR-rér. Kolonierna frdn Rogosa ampicilin som
anvindes for att selektera for L. reuteri DSM 17938 preparerades och analyserades med
primern D.

For varje reaktion och koloni tillsattes primerna A och D, separat till ett PCR-ror, blandades
med 5 pl DreamTaq green (Fermentas, Ontario, Canada) och 5 pl av primermixen.

Primer B kérdes med HOT start, vilket gor att ospecifik amplifiering reduceras. Dérfor sitts
primern till ca 30 sekunder efter PCR programmets start (95 C). For varje koloni och reaktion
tillsattes primer B, 5 ul DreamTaq green och 3 ul vatten.

Sist tillsattes 0,2 pl av den uppslammade bakterielsningen till respektive PCR-ror.

Programmet som kordes var Hot -62: 95°C 7 minuter; 35x(95°C, 30 sekunder; 62°C, 30
sekunder; 72°C, sekunder); 72°C, 10 minuter i Bio-Rad ¢1000 ThermalCycler (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA).
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PCR-produkterna kordes sedan pé 1% agarosgel 1 0,5 x TBE buffert med ethidiumbromid
som infargningsreagens. Gelen kordes ca 45 minuter vid 100 V. Storleken pd PCR-produkten
bestimdes med jaimforelse av 100 baspar stege (Fermentas, Ontario, Canada).

10.1.3 Streptococcus mutans
Substrat for S. mutans gjordes utefter referens (pers.:Hérse.:2010).

Substratet var designat for att S. mutans skulle vdxa och andra organismer himmas. De andra
stammarna testades ocksd for att pavisa selektiviteten av substratet for S. mutans.
Bakteriestammarna som anvéndes var: Lactobacillus reuteri ATCC PTA 5289, Lactobacillus
reuteri DSM 17938, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus rhamnosus, Streptococcus
mutans, Streptococcus salivarius. Dessa fick sedan vixa i MRS buljong, 37°C i tva dygn.

Tvé pl sattes till plattan utan att racklas ut och plattorna inkuberades sedan i anaerobklockor
med Gaspak vid 37 grader i tva dygn.

S. mutans L gasseri S sorbrinus | L. salivarius
(Kx131A1) (Kx156C1) (Kx294A1) (Kx348A1)

L. reuteri S. salivarius L. reuteri L. fermentum
DSM 17938 (Kx180C3) ATCC PTA 5289 (Kx293A3)

L. rhamnosus S. mutans
(Kx151A1) (Kx126C4)

S. mutans
(Kx135C6)

Figur 5. Visar placeringen av de olika bakterierna pa plattorna (egen bearbetning)
10.1.3.1 Konfirmering av S. mutans

10.1.3.2 DNA amplifiering

For varje 25 pl reaktion anvindes 16s primrarna F8m och 926r (10 pmol av vardera), MilliQ
vatten och DreamTaq green (Fermentas, Ontario, Canada). For varje reaktion behdvdes 0,6 ul
av F8m, 0,5ul av 926r, 11,95ul MilliQ H,O och 13,05 pl av DreamTaq green, totalvolym 25
ul. Genom att rdkna ut hur manga reaktioner som skulle analyseras kunde en mastermix
goras, sedan sattes 25 pl av mastermixen till varje PCR ror.

PCR kordes direkt pa de kolonier vilka skulle sekvenseras. Kolonierna plockades med en
tandpetare och sattes till de olika PCR-roren. PCR-programmet: 30x (95°C,30 s;49°C,30
$;72°C, 60); 95°C, 5 minuter; 4°C, oo kordes pad PCR produkterna (pers.:med.: Ro0s,2009) i
Bio-Rad c1000 ThermalCycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

PCR -produkterna kordes sedan pd 1% agarosgel 1 0,5 x TBE buffert med ethidiumbromid
som infargningsreagens.(Detta for konfirmera att utférandet och PCR-programmet hade
fungerat.) Gelen kordes ca 45 minuter vid 100 V. Storleken pd PCR produkten bestimdes
med jamforelse av 100 bp eller 1 kb stegar (Fermentas, Ontario, Canada).
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10.1.3.3 DNA-rening och sekvensering

PCR-produkten renades enligt tillverkarens instruktioner om anvdndandet av QIAquick PCR
purification kit (Qiagen, Hilden, Germany). Slutvolymen péd den renade produkten blev 21 pl.
Koncentrationerna kvantifierades med NanoVue spectrophotometer (GE Health Care Life
sciense, Little Chalfont, UK). Sekvenseringen genomfordes av Uppsala Genome Center,
Rudbeck Laboratoriet, Uppsala, Sverige. Proverna som skickades till Rudbeck laboratoriet
inneholl 15-30 ng templat (500-1000 baspar) och 4 pmol primer/18 pl reaktion.

Alla sekvensresultat behandlades manuellt genom anvidndandet av, FinchTV (Geospiza,
Seattle, WA, USA), och 4Peaks (Mekentosj B.V, Amsterdam, Nederldnderna)

Dessa resultat anvéndes sedan i BLAST analysen pa http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ och i
Ribosomala databasen i http://rdp.cme.msu.edu.

11. Terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP)

Salivproven som hade forvarats med glycerol vid -70°C togs upp och tinades pa is. 0,5 ml av
saliven fordes Gver till 2 ml vialer. Dessa centrifugerades i 4 minuter vid 13000 rpm.
Supernatanten som bildades togs bort med pipett. Provet viagdes sd max 30 mg fanns kvar.
180 ul av Tissue lysis buffer (ATL) tillsattes till pelleten och 16sningen blandades genom
vortexning. Den blandade 16sningen fordes dver till vialer med en bidd av 0,1 mm
zirconiumkulor (Zirconium anvénds for att sla sonder cellmembranen for att komma &t
innehallet). 200 pl proteinas K tillsattes som sedan sattes i ett 56°C virmeblock i ca 15
minuter tills vivnaderna lyserats. 400 pl Lysis buffer (AL) tillsattes till provet och vortexades
genom puls-vortexning i 15 sekunder. Provet inkuberades sedan vid 70°C i 10 minuter i
viarmeblocket. Fran vialerna med zirconium fordes losningen 6ver till nya 2 ml eppendorfror
och 400 pl etanol (96-100%) tillsattes. Losningen puls-vortexades i 15 sekunder, och
centrifugerades sedan for att fa bort eventuella droppar i1 locket. Efter centrifugeringen fordes
600 pl over till filterkolumner dessa fick pa nytt centrifugeras vid 8000 rpm i1 1 minut
(Eftersom uppsamlingsroret bara rymmer 600 pl fick detta steg upprepas). 500 ul AW1
buffert tillsattes och centrifugerades vid 8000 rpm i 1 minut, och det som runnit igenom
kastades. Filtret sattes i ett nytt 2 ml uppsamlingsroér och 500 pl av AW?2 tillsattes som sedan
centrifugerades vid 14000 rpm i 3 minuter . I sista steget sattes filtret i ett nytt 1,5 ml
eppendorfror och 200 pl elueringsbuffert (AE) tillsattes. Losningen inkuberades vid
rumstemperatur i Iminut och centrifugerades sedan vid 8000 rpm i 1 minut.

16S rRNA gener amplifierades fran det isolerade DNAt med primrarna Batc 8F(5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3"), 5'var andmirkt med 6-carboxyfluorescein (6-FAM)
och 926r (5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3")(Dicksved J, 2008). Med 25 ul reaktioner
anvindes PuReTaq Ready-To-Go (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) och kérdes med PCR-
programmet: 30x (94°C,40 s; 55°C,40 s; 72°C, 60); 94°C, 5 minuter; 4°C, oo (pers.:med.:
R00s,2009) 1 Bio-Rad c1000 ThermalCycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). PCR -
produkterna kordes sedan pa 1% agarosgel 1 0,5 X TBE buffert med ethidiumbromid som
infargningsreagens for konfirmering. Detta for konfirmera att utférandet och PCR-
programmet hade fungerat. Gelen kordes ca 45 minuter vid 100 V. Storleken pa PCR
produkten bestimdes med jamforelse av 100 bp stege (Fermentas, Ontario, Canada).
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PCR- produkten klovs med restiktionsenzymet Haelll (GE Healthcare, Uppsala, Sverige) och
de resulterande fragmenten separerades sedan med hjélp av ABI 3700 kapillar
sekvenseringsmaskin. Storleken péd de fluorescerande fragmenten bestimdes genom
jamforelse med GS ROX-500 intern storleksstandard (Applied BioSystems (ABI), Foster city,
CA, USA). Genom att anvdnda GeneScan software (ABI) kunde ett T-RFLP elektroforogram
goras. Relativa toppareor for varje terminalt restriktionsfragment (TRF) bestimdes genom att
dela den intressanta toppens area med den totala arean av alla toppar inom ett
troskelintervallet. Det nedre troskelvérdet ligger runt 50 bp och den 6vre ligger runt 500 bp.
Ett troskelvérde for relativ forekomst sattes till 0,25 % och bara TRFer med hogre relativ
forekomst inkluderades i den fortsatta analysen.

T-RFLP

DNA
extraction
:... =

Wy
ey \&
6-FAM label

on 5’ primer

Restriction
digestion

PCR Mucus samples
products * collected.
-

0%, c‘% I I

Tl ansformation

Fragment length

Figur 6. T-RFLP metoden (Dicksved J, 2008)

Profilen med de olika fragmenten kan analyseras i programmen PeakScanner
(www, Applied Biosystems, 2010) och Past som &r ett statistiskt, plotting- och
modellprogram
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12. Resultat

12.1 Optimering av odlingsmedium

Resultatet vid mediaoptimeringen for Lactobacillus reuteri ATCC PTA 5289 visade sig vara
god, grisgallan himmade ménga av de kontrollstammar som anvédndes och L. reuteri stammen
vaxte mycket bra. Kolonierna som bilden nedan visar 4r runda med en zon av hydrolyserad
galla.

Tabell 3 Resultat fran optimering av substrat till ATCC 5289

ATCC 5289 Grisgalla

100x spéadning 0,1% 0,3% 0,5% 1,0%
10" 10pl 6 0 2 0
10" 100ul 4 3 3 5
10° 10 pul 32 32 35 26
10° 100 pl 176 169 163 159
10° 10 pul >300 >300 >300 >300
10° 100 pl >300 >300 >300 >300

Figur 7. Kolonier av Lactobacillus reuteri ATCC PTA 5289 pd MRS med 0,5% grisgalla
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12.2 Analys av laktobaciller

Graferna 7 och 8 visar probiotikagruppen och placebogruppen och jamforelse mellan dessa
grafer visar att probiotikagruppen ger en spridd nivé av Lactobacillus medan placebogruppen
har en mer stabil biota av Lactobacillus. Medelvirdet raknades ut for de bada grupperna,
probiotikagruppen hade 4,01 x10°, och placebogruppen var 4,90 x10°, detta var beriknat for
hela studieperioden.

Rogosa- totala antalet Lactobacillus

Probiotika
1,00E+07
1,00E+06 S —=— |
1,00E+05 ——4
_ =5
£ 1,00E+04 =10
)
T —ie=12
O 1,00E+03
¢ N 13
1,00E+02 -0 16
1,00E+01
1,00E+00
Vecka 0 Vecka 1 Vecka 2 Vecka 3
Figur 8. Totala antalet laktobaciller hos probiotikagruppen
Rogosa- totala antalet Lactobacillus
Placebo
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i - @
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’ ——)
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Vecka 0 Vecka 1 Vecka 2 Vecka 3

Figur 9 Totala antalet laktobaciller hos placebogruppen
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12.2.1 Analys av Lactobacillus reuteri ATCC PTA 5289

I grafen nedan kan ses att L. reuteri ATCC PTA 5289 fanns hos alla deltagare som fick
probiotika utom person 16. Det som &r intressant &r att stammen stannar kvar en vecka efter
att deltagarna slutat med probiotikan.

MRS+ 0,5% galla -
Lactobacillus reuteri ATCC PTA 5289

1,00E+07

100E+06
X

1,00E+05

1,00E+04

CFU/mlI
2

1,00E+03
1,00E+02 _

1,00E+01

1,00E+00
Vecka 0 Vecka 1 Vecka 2 Vecka 3

Figur 10. Mangden Lactobacillus reuteri ATCC 5289 hos probiotikagruppen

12.2.2 Analys av L. reuteri DSM 17938

Liksom for L. reuteri ATCC PTA 5289 finns L. reuteri DSM 17938 hos alla deltagare
forutom hos person 16. Aven hér kan ses att den probiotiska stammen stannar kvar men bara
hos tva personer.

Figur 11. Lactobacillus reuteri DSM 17938 kolonier pa Rogosa med ampicillin
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Rogosa ampicilin- Lactobacillus reuteri DSM 17938
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Figur 12. Lactobacillus reuteri DSM 17938 hos probiotikagruppen dar tva av deltagarna har kvar den probiotiska
stammen efter vecka 2.

12.3 Analys av S. mutans

S. mutans varierande mycket mellan olika personer. I diagrammen nedan visas fordndringen
av S. mutans-nivan under studiens géng. Probiotikagruppen hade tydliga minskningar jamfort
med placebo. Medelvirdet pa alla som hade itit probiotika vid studiens start var 5,41 x10°
jamfort med placebogruppen som hade 3,42x10° under samma tid. Dock var medelvirdet vid
studiens slut 5,10 x10° for probiotikagruppen och 1,49 x10° for placebogruppen. En
signifikant skillnad fanns mellan probiotikagruppen vecka noll och vecka tva, p= 0,02.

Figur 13. S. mutans kolonier, slata ljus eller lite morkbla farg kannetecknar S. mutans
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Streptococcus mutans placebogruppen
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Figur 14. Antalet Streptococcus mutans hos placebogruppen (CFU/ml)

Streptococcus mutans probiotikagruppen
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Figur 15. Antalet Streptococcus mutans hos probiotikagruppen (CFU/ml)
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12.3.1 Konfirmering av Streptococcus mutans

Vid konfirmeringen av S. mutans plattorna fanns d&ven manga andra bakterier. Dessa bakterier
ar liksom S. mutans taliga mot K-tellurit, bacitracin och 1agt pH, vilket gjorde att de vixte bra.
Efter konfirmeringen gjordes en uppfoljning av S. mutans plattorna for att forsékra sig om att
ritt kolonier hade réknats. Ménga av kolonierna sdg nistan likadana ut till formen till skillnad
fran laktobacillernas kolonier. Det som sérskiljde S.mutans fran andra kolonier var att

kolonierna var sléta till ytan och hade antingen ljusbla eller lite morkbld farg i.

Tabell 4. Bakterier som fanns pa S. mutans plattorna. Streptococcus salivarius och Rothia dentocariosa fanns ocksa

men ingen beskrivning finns.

Bakterie

Koloniutseende

Streptococcus mutans

Bl1a mitt med oregelbundna former,
geléaktiga med runda kanter
Alt: sma och helbla farg

Veillonella dispar

Sma vita, kristall liknande med kantig form

Lactobacillus plantarum

Stora runda med helbla farg

Staphylococcus aureus

Stora runda med stigande svart farg mot
mitten

Streptococcus sobrinus

Sma, upphojda, runda med bla mitt
Alt: Runda med genomskinlig zon med

grynig mitt.
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124 T-RFLP

I diagrammet nedan visas resultatet frin T-RFLP-analysen dér varje stapel star for
fordelningen av de olika bakterierna som finns i den orala mikrobiotan. Varje farg kan
representera en eller flera bakterier. Det kan ses att den orala mikrobiotan dr mycket stabil
under de tvd veckor som proven tagits. Det finns ocksé en stor likhet av vilka bakterier som
finns hos de tre olika deltagarna och ca 50 procent av alla TRFer finns hos alla deltagare.
Resultaten tyder ocksa pé att probiotikan inte paverkar de dominanta bakterierna men kan
eventuellt padverka icke dominanta bakterier da dessa inte syns i T-RFLP analysen. TRF 317
och eventuellt 316 skulle motsvara S. mutans, dessa TRFer har inte fordandrats ndimnvart, detta
géller dven L. reuteri, TRF 63. Detta styrker bara mer att den orala mikrobiotan &r stabil hos
de tre deltagarna.

100% i
90% |
80% f— ;g' i ;I
[ _ = — — —
60% —
50% R R e =
40% = _— é — = é
— — = o ] —
30%
20% R — — =
S e [ [
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e |
v, |l _— — _ — e
Deltagare 1 Deltagare 1  Deltagare 12 Deltagare 12 Deltagare 2 Deltagare 2
(probiotika)  (probiotika)  (probiotika)  (probiotika) (placebo) (placebo)
vecka 0 vecka 1 vecka 0 vecka 1 vecka 0 vecka 1

Figur 16 Fordelning av de olika bakterierna i den orala mikrobiotan och hur den har forandrats fran v.0 till v.1 hos tre av
deltagarna. Féargerna i diagrammet kan motsvara en eller flera bakterier.
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Figur 17. Resultatet fran T-RFLP i form av ett klusterdiagram. Klusterdiagrammet visar hur lika proverna ar jamfort
med varandra. Dar bokstaverna EF representerar deltagare tvd och motsvarar placebo. Bokstéaverna CD och BA
motsvarar probiotika och representerar deltagare ett respektive tolv.
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13. Diskussion

I den orala mikrobiotan finns cirka 500 olika arter av bakterier. Dessa varierar mycket frén
person till person i bade méngd och fordelning. Denna variation av den orala mikrobiotan kan
jamforas med mag- och tarmkanalen som &r ett stérre omrdde men har ungefér lika manga
arter.

I och med att substratet for att odla L. reuteri ATCC PTA 5289 fungerade sé pass bra
mojliggdr detta att substratet anvénds 1 framtida studier. Innan MRS galla gjordes sé testades
dven Rogosa med galla men resultatet blev inte lika bra som med MRS. Flera andra av
bakterierna vixte ocksd och Rogosa med galla utesléts da fran studien.

S. mutans substratet som anvéndes 1 studien gjorde att médnga andra bakterier kunde véxa,
detta trots att det fanns ménga tillsatser som till exempel hdga halter av sackaros tillsammans
med bacitracin och K-tellurit. pH vérdet stélldes till 6.9 vilket kanske kunde varit lagre
eftersom mutans bildar karies vid 5. Dock sa testades ett annat substrat, TYS20B, med
ungefar samma innehall men utan kaliumtellurit, pepton, glukos, K;HPO4 och trypan blétt.
Substratet fungerades inte alls lika bra som det i studien anvinda substratet gjorde. Men vid
mycket sokande sa kunde det konstateras att det inte verkar finnas nagot optimalt substrat for
att odla S. mutans.

Effekten av probiotika pé kariesbildande bakterier har varit god, av resultaten att doma sags
en tydlig minskning av S. mutans redan efter forsta veckan. Genom att jamfora S. mutans frén
de personer som dtit probiotika kan en tydlig minskning ses pé S. mutans. Dock sé hade
person 16 en 6kning av S. mutans men dér fanns inte heller nagon av de tva L. reuteri-
stammarna. Detta kan jimforas med personerna som fick placebo vilka har legat pd en relativt
stabil niva av S. mutans under hela studien. Det som &r intressant dr att vissa av deltagarna
hade kvar bada de probiotiska laktobacillerna efter att produkten slutat att dtas, medan andra
hade bara L. reuteri ATCC PTA 5289 kvar. En av deltagarna hade till och med 6kat nivan av
stammen under vecka tre. Detta kan tyda pé att stammen borjat kolonisera sig, om sa ar fallet
skulle en fortsatt studie vara mycket intressant

Det finns méinga studier som visar att probiotika ger goda effekter. En av de stora
utmaningarna som forskare stélls infOr &r att pavisa hur probiotika agerar mot andra bakterier.
Det skulle kunna, 1 enkelhet, vara sa att probiotikan “trycker” eller dodar andra bakterier. Nar
probiotika sluta konsumeras kommer fordelningen av bakterierna att aterstéllas till néstintill
normala d@ven om de dominanta grupperna inte fordndras nimnvirt. Fran tidigare studier
kunde dven ses att en kombination av livsmedel kunde himma probiotika (Caglar E et al, 2,
2007). Xylitol och probiotika fungerar bra separat mot S. mutan men tillsammans fungerar de
inte lika bra. Detta bor vara 1 dtanke vid anvidndning av de probiotiska sugroren (Caglar E et
al, 3, 2007), skulle sugroret anvindas tillsammans med exempelvis lisk skulle det kunna
dndra den probiotiska effekten. Beroende pa hur probiotika tas s kan det ha olika stora
effekter, tabletter som sugs ger battre resultat med hdnseende pé S. mutans an tabletter som
sviljs hela eller tuggas pa. Dérfor skulle en mindre dos av probiotika kunna anvédndas (Caglar
E et al, 1, 2007), genom anvindande av exempelvis barnnappar. Samtliga studieprodukter
som Caglar E et al anvéinde 1 sina studier har samma signifikans. Sugroret skiljer sig jamfort
med de andra produkterna i den bemaérkelsen att man suger i sig en dryck med probiotika.
Med anledning av detta dr det konstigt att signifikansen &r lika.
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I studien (Nise et al, 2001) dér barn fick dricka mjolk med den probiotiska bakterien
Lactobacillus rhamnosus GG kunde en minskning av karies ses. I studien (Nikawa et al,
2004) kunde en minskning av S. mutans ses genom att ge deltagarna i studien fermenterad
komj6lk som var preparerad med L. reuteri. Men sen finns det rapporterade artiklar dér
probiotika inte har haft nagon storre effekt. Olikt (Meurman et al, 1995) och (Nikawa el tal,
2004) rapporterade (Montalto et al, 2004) en 6kning av laktobaciller medan S. mutans var
oforandrad nér deras deltagare gavs probiotika i véitskeform eller i kapslar.

T-RFLP som gjordes var endast en pilot dér tre personers saliv analyserades, for att det ska ge
ett palitligt resultat behover fler prover koras. T-RFLP metoden &r ett utmérkt sétt att se hur
fordelningen i ett bakteriesamhélle ser ut, dock sa har T-RFLP vissa svagheter di organismer
ska identifieras utefter de data som uppkommer, detta eftersom kopplingen mellan TRFen och
sekvensdata skiljer sig. Detta kan goras genom sekvensering av ett klonbibliotek. Profilen i
diagrammet visade att fordelningen var stabil men paverkade vissa enskilda bakterier.
Probiotikan har ingen stor effekt pa de dominanta bakterierna men kan eventuellt pdverka icke
dominanta grupper sdsom laktobaciller. De icke dominanta grupperna kan inte ses i T-RFLP
analysen. TRF 317 och eventuellt 316 skulle motsvara S. mutans, dessa TRFer har inte
forandrats ndmnvirt, detta géller &ven L. reuteri, TRF 63, som egentligen borde ha TRF 67.
Detta styrker bara mer att den orala mikrobiotan &r stabil hos de tre deltagarna.

I tidigare studier som har gjorts med analysmetoden T-RFLP har visats (Sakamota et al, 2004)
att personer med kronisk eller aggressiv parodontit (inflammation i vivnaderna kring
tandhalsarna) fatt en minskad nivé av bakterierna Pophromonas gingivalis, Tannerella
forsythensis, Treponema denticola och Treponema socranskii. Patienterna behandlades enligt
rutiner for parodontit, prover togs vid behandlingen och tre méanader efter avslutad
behandling. Dessa bakterier &r dominanta vid parodontit och ger darfor stora areor i TRFer,
detta gor att bakteriernas 6kning eller minskning kan f6ljas under en viss tid. Det dr endast
mojligt att folja stora dominanta grupper av bakterier i T-RFLP.

Vid liknande studier i1 framtiden bor vissa tdnkbara felkdllor finnas i atanke. Till exempel kan
ndmnas att deltagarna kunde fatt en mer detaljerad beskrivning pa vad de inte fick é&ta, att de
skulle komma vid samma tider varje vecka nér provet skulle tas. Att proverna tas vid ungefar
samma tidpunkt kan paverka resultatet pa sé sitt att vid olika tidpunkter pa dygnet finns olika
mycket bakterier. Om tuggummi innehallande xylitol konsumeras skulle enligt tidigare
studier (Caglar E et al, 2, 2010) detta paverka resultatet. Detta &dr forstas en Gvervigning pa
hur mycket krav som kan stéllas pd deltagare/patienter.
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14. Slutsats

Avslutningsvis kan sdgas att studien har fungerat bra och att anvianda plattor vid en sadan hir
studie for att odla S. mutans har inte gjorts forut da andra produkter har anvénts istéllet. Detta
har gjort att studien har fatt béttre kvantifiering av resultaten dn vad tidigare studier har fatt.
Det gjordes dven ett helt nytt substrat for odling av L. reuteri ATCC PTA 5289 som inte har
funnits tidigare, detta mojliggor att substratet kommer att anvéndas i framtida studier. Att L.
reuteri har detekterats en vecka efter att studieprodukten var slut dr ett resultat som aldrig
visats tidigare, vilket skulle vara vért att studera vidare pa.
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16. Bilagor

16. 1 Primers

16ss primer (5’-AGAGTTTGATCCTGGCT-3")

16sr primer (5'- CGGGAACGTATTCACCG-3")

(Haelll i detta fall) (5'...GG/CC...3' och 3'...CC/GG...5")

16. 2 Substratrecept

Mutans 1liter

e Tryptos

e Pepton

e Glukos

e Sackaros

o K,HPO,45¢g

e Trypan blatt 12g

o K-tellurit 1% 1ml

e Technical agar 15g
Bacitracin 200U 1ml

Stall pH till 6,9

Autoklavering 125°C i 15

Rogosa Ampicilin 1liter
e Rogosa 74,5¢g

e Ampicilin 1ml
e Isédttika 1,3ml

Stall pH till 5,5

Mikrovégsugn tills det har 16st sig

MRS med 0,5% galla 1liter

e MRS agar 62¢g
e QGrisgalla 5g
Autoklavering 125°C i 15 min

16.3 Formler och statistik

CFUMml= (72l +722+73..)Y (VI+V2+12...)

T-Test: tva sidor med samma varians

T
S, x, - 1/%
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