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Sammanfattning

En komplex samling av mikroorganismer utgér mikrobiotan i magtarmkanalen. Den bestar av
bakterier, virus, svampar, arkéer och protozoer och har visats ha en viktig roll for varddjurets
immunforsvar och hdlsa. Ett stort antal studier har undersokt mikrobiotan i allménhet och
bakteriefloran i synnerhet. Tarmens mikrobiota har visats vara svar att studera och de
bakterieodlingar som idag anvands for specifika patogena bakterier ar inte lampliga for
tarmens bakterier. Det har lange inneburit att tarmfloran utgjort en outforskad domén men nya
metoder gor att vi idag borjar fa forstaelse for bakterierna i magtarmkanalen. Pa senare tid har
fokus riktats mot denna samling av mikroorganismer bland annat darfor att mikrobiotan har
visats spela en roll i uppkomsten och utvecklingen av flertalet sjukdomar i magtarmkanalen.
Denna paverkan sker bland annat genom att mikroorganismerna inverkar pa immunforsvaret
hos vérddjuret. Genom att tillféra probiotiska bakterier har studier visat att vérddjurets
immunforsvar kan paverkas vilket oppnar for mojligheten att anvanda probiotika i behandling
av sjukdomar.

Mikrobiotan kan paverka bade det medfodda och det adaptiva immunforsvaret men denna
litteraturstudie fokuserar pa immunoglobulin A (IgA) och regulatoriska T-lymfocyter (Tregs),
tvd komponenter i det adaptiva immunforsvaret som i hog grad samspelar med
mikroorganismerna i tarmen. Majoriteten av dagens forskning inom det har omradet har
utforts pa mus och manniska och nar det galler andra djurslag sasom hund finns det manga
fragetecken. Intressant ar om resultat fran studier som utforts pa mikrobiotans paverkan pa
manniska och mus ar applicerbara pd hund. Studier visar att proteinet Foxp3 hos Tregs och
integrinen CD11c hos dendritiska celler skulle kunna fungera som markérer pa immunologisk
tarmsjukdom hos hund och att dessa komponenter har liknande roll i immunférsvaret hos
manniska och mus. Den har litteraturstudien undersoker darfor hur mikrobiotan paverkar de
delar av det adaptiva immunfdrsvaret som anvands som immunologiska markérer hos hund
och jamfor det med studier gjorda pa méanniska och mus. Likasa underscks hur probiotika kan
paverka immunfarsvaret och om probiotika kan vara ett behandlingsalternativ vid vissa typer
av sjukdomar.

Det &r viktigt att vara medveten om och ta hansyn till de artskillnader som finns och kan
tankas finnas nar tva olika arter jamfors i ett sadant har avseende. Flertalet studier antyder att
resultat fran en del av den humana och murina forskningen pa mikrobiota och immunforsvar i
flera avseenden kan appliceras pa hund. Det behovs daremot fler studier som undersoker och
faststaller vad som galler for hund men tills dess ger studier gjorda pd mus och ménniska en
vagledning i dessa delar av hundens fysiologi och patologi. De studier som har utforts pa
probiotiska bakterier hos hund visar att flertalet bakteriearter har en positiv inverkan pa
vardens immunforsvar och halsa vilket ar lovande for anvandning av probiotika i terapeutiska
sammanhang.



Summary

The gut microbiota is composed of a complex community of microorganisms which plays a
crucial role in host immunity and health. The microbiota contains bacteria, viruses, fungi,
archaea and protozoa and many studies have examined this area and more specifically
bacteria in the gastrointestinal tract. Cultivation methods are useful tools when examining
specific pathogens but these methods are not always suitable when it comes to the bacteria of
the gut microbiota. Not until recently has more suitable tools emerged and progressed our
understanding of the intestinal bacterial flora. Lately, there has been a mounting interest in
this former unknown world of microbes partly because of their role in the origin and
pathogenesis of several gastroenteropathies. This occurs partly through their impact on host
immunity mechanisms. Several studies have likewise revealed an influence on the host’s
immune system by probiotic supplementation which suggests a possible therapeutic use for
probiotics.

The microbiota affects both innate and adaptive immunity but this literature study focus on
two specific components in the adaptive immune system which highly interact with the
microbiota ; immunoglobulin A (IgA) and regulatory T cells (Tregs). The majority of today’s
studies within this area focus on man and mice and when it comes to other species, such as
dogs, much remains to learn. A frequently asked question is if the human and murine studies
on microbiota and the immune system could be used as models for canines. Recent studies
have shown that Tregs expressing protein Foxp3 and dendritic cells expressing integrin
CD11c could be used as immunological markers for inflammatory bowel disease in dogs and
this shows similarity to their role in man and mice. This literature study therefore investigates
how the microbiota affects those components of adaptive immunity that have been examined
as immunological markers in inflammatory bowel disease in dogs and compares this with
studies in man and mice. This study also investigates how probiotics may affect host
immunity and if it could be a therapeutic alternative in the treatment of certain diseases.

When comparing two different species it is important to be aware of and consider the known
and unknown differences between species. Several studies imply that parts of the human and
murine research regarding microbiota and the immune system can act as a model in the dog.
However, future studies investigating the interplay between canine microbiota and immune
system are needed. Until then the existing studies on man and mice give us an insight in and
greater understanding of canine immunology and pathology. Canine studies on probiotics
prove that several probiotic bacterial strains have a positive impact on host immune system
and health which is promising for a possible therapeutic use of probiotics.



INLEDNING

Flera sjukdomar hos hund har sitt ursprung i obalanser i magtarmkanalen och studier pekar nu
pa att tarmens mikrobiota har stérre betydelse an vi tidigare trott. Nya studier visar att
kroniska enteropatier ar kopplade till forandringar i tarmfloran och att aven sjukdomstillstand
utanfér magtarmkanalen, sasom autoimmuna sjukdomar, kan ha koppling till en férandrad
mikrobiota da den samspelar med immunforsvaret (Belkaid & Hand, 2014). Saledes &r det en
viktig varld av mikroorganismer som vi nu borjar upptacka och fa forstaelse for.

Tarmens mikrobiota ar viktig for varddjurets halsa eftersom den hjalper till vid digestion och
metabolism av foda, forser enterocyterna med naring, tillsammans med epitelcellerna utgér en
skyddande barridr mot patogener och stimulerar utvecklingen av immunférsvaret. Mikrober
metaboliserar avstotta epitelceller, endogent mukus och osmaltbara substrat, framfor allt
komplexa kolhydrater som stérkelse, cellulosa, pektin och fruktan. De fermenterar detta till
kortkedjiga fettsyror (SCFASs) som propionat, butyrat och acetat vilka bland annat ger energi
till bakteriernas metabolism, epitelcellernas tillvaxt (Suchodolski, 2011) och paverkar
immunforsvaret (Alexander et al., 2014). Vidare pekar nya forskningsresultat pa att tillskott
av probiotika kan paverka varddjurets halsa och immunstatus genom att inverka pa tarmfloran
(Grzeskowiak et al., 2015) och kan saledes vara ett komplement i behandling av vissa
sjukdomar.

Mikrobiotan paverkar bade det medfédda och det adaptiva immunférsvaret hos varddjuret
men denna litteraturstudie fokuserar pa effekterna pa immunoglobulin A (IgA) och
regulatoriska T-lymfocyter (Tregs) i det adaptiva immunforsvaret. Det finns idag fa studier pa
kopplingen mellan hundens immunférsvar och mikrobiota. Dasenare forskning pa
immunologiska markérer hos hundar med inflammatorisk tarmsjukdom (IBD) har visat en
koppling till inflammationer i tarmen pa liknande satt som hos méanniska och mus ar det
mojligt att hundens immunférsvar och mikrobiota samverkar pa liknande sétt som hos dessa
arter. Syftet med den har litteraturstudien ar att undersoka hur mikrobiotan paverkar de delar
av det adaptiva immunférsvaret som anvands som immunologiska markdrer hos hund och att
jamfora det med studier gjorda pa méanniska och mus. Likasa undersoks hur probiotika kan
paverka immunforsvaret och om det vid vissa typer av sjukdomar kan vara ett
behandlingsalternativ.

MATERIAL OCH METODER

Litteraturstudien har utgangspunkt i vetenskapliga artiklar som erhallits genom sokningar i
huvudsakligen databaserna PubMed och Web of Science. Ett urval av de sokord som anvants
enskilt och i kombination for att finna artiklar ar microbiota, gut flora, iImmun*,
inflammation, parameter, marker, probiotic*, prebiotic*, dog och canine. Artiklar erholls
likasa genom referenshanvisningarna i de artiklar som hittats vid litteratursékningen. Nagra
artiklar har dessutom tillhandahallits av handledare. Da det utférts omfattande forskning inom
detta omrade har &ven Oversiktsartiklar, sa kallade “review”-artiklar, anvants till
litteraturstudien. Arbetet har avgransats till att innefatta specifika komponenter i det adaptiva
immunfdrsvaret, mikrobiotan i magtarmkanalen och probiotikas paverkan pa immunsystemet.
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LITTERATUROVERSIKT
Mikrobiotans sammansattning hos hund

En komplex samling av mikroorganismer utgér mikrobiotan i magtarmkanalen. Den bestar av
bakterier, virus, svampar, arkéer och protozoer och har visats spela en viktig roll for
véarddjurets immunforsvar och halsa. Mikrobiotan innefattar ungefar 10'° till 10
mikroorganismer, vilket & omkring 10 ganger mer an antalet celler som bygger upp
varddjurets kropp.

Bakteriefloran i magtarmkanalen har visats vara svar att studera. Bakterieodlingar som
anvands for specifika patogener &r inte [ampligt att anvanda for tarmens mikrobiota. Numera
anvéands molekylédra tekniker for att undersoka tarmfloran, till exempel PCR-amplifiering av
16S rRNA-genen (Suchodolski, 2011). Pa senare tid har oftast kvantitativ PCR (qPCR) och
”fluorescence in situ hybridization” (FISH) anvants som &r kénsligare an de gelbaserade
teknikerna som tidigare anvants. Begransningen med qPCR och FISH é&r att de enbart far fram
data pa ett fatal specifika bakteriegrupper. Nyligen har DNA-sekvensering som anvander
automatiserade “high-troughput sequencing platforms” kunnat ge mer information om
tarmens mikrober (Hooda et al., 2012).

| magsécken finns ett bakterieantal p& mellan 10" och 10° cfu/g magsécksinnehdll. Mangden
bakterier i duodenum och jejunum é&r relativt liten, vanligtvis 10° cfu/ml innehall men kan
vara hogre hos vissa hundar. Distala delen av tunntarmen, t.ex. ileum, innehaller 10 cfu/ml
och en storre mangfald av bakterier an proximala delen. I kolon finns s3 mycket som 10° till
10" cfu/g tarminnehall och merparten av dessa utgdrs av Enterobacterieaceae och genus
Bacteroides, Clostridium, Lactobacillus och Bifidobacterium.

Mer &n 99 % av mikrobiotan hos hund utgdrs av fyla Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Fusobacteria och Actinobacteria. Resterande del av bakteriefloran i tarmen
utgors av Spirochaetes, Tenericutes, Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Chloroflexi samt nagra
oklassificerade mikrober. Aerober och fakultativa anaerober finns generellt mest i tunntarmen
och anaerober mest i tjocktarmen. | magséacken finns dvervagande Helicobacter spp. men hér
ses dven genus Lactobacillus, Streptococcus och Clostridium. | hundens tunntarm finns runt
10 olika fyla och de Overvdgande bakteriegrupperna dar ar Clostridia, Lactobacillales och
Proteobacteria. Vanligast i tjocktarmen dr Bacteroides spp. och fyla Firmicutes och
Fusobacteria. Detta har dock skilt sig at mellan olika studier vilket skulle kunna bero pa
skillnader i metoder som anvénts. Bakterier ar de mest studerade medlemmarna i mikrobiotan
men nyligen har en stor mangfald bland virus upptackts och merparten av dessa &r
bakteriofager (Suchodolski, 2011).

Immunfdrsvaret i magtarmkanalen

Den lymfatiska vavnaden som ar kopplad till magtarmkanalen bestar av peyerska plack i
tunntarmen, lymfoida folliklar i hela magtarmkanalen, mesenteriska lymfknutor och lamina



propria (LP). En av de viktigaste skyddsmekanismerna mot patogener och opportunistiska
kommensaler ar produktion av IgA i mukosan.

B-lymfocyter producerar IgA och for att gora detta maste de genomga tva steg: somatisk
hypermutation och rekombination med klasswitch. 1gA utsondras i dimer form vilket innebér
tvd IgA sammanbundna med en J-kedja som dessutom ar skyddade av en sekretorisk
komponent. Antikroppen hindrar patogener att ta sig Over epitelcellerna och haller
mikrobiotans sammanséttning optimal for tarmhélsan.

| peyerska plack utséndrar dendritiska celler (DCs), som kommit i kontakt med antigen, IL-6
sa att B-lymfocyter genomgar switch och borjar producera IgA. Follikulara T-hjélparceller
(fTh) hjalper till med det genom att uttrycka CD40-ligand vilket interagerar med CD40 pa B-
lymfocyter som darefter genomgar switch till IgA. fTh uttrycker dessutom retinoinsyra som
tillsammans med “transforming growth factor p” (TGF-P) inducerar fThs att differentiera
framst till Tregs. B-lymfocyten tar sig sedan till narmaste mesenteriska lymfknuta dér den far
”homing”-integriner och slutligen atervander till LP i tarmen for att dar producera IgA.

| isolerade lymffolliklar och LP sker en T-lymfocytsoberoende switch genom att B-
lymfocyterna interagerar mer direkt med mikrobiotan. DCs i LP svarar pa “microbe-
associated molecular patterns” (MAMPS) pa mikroorganismer genom att binda till dessa med
pattern-recognition receptors” (PRRs), som Toll-lika receptorer (TLRs), och receptorer for
’nucleotide-binding oligomerization domain” (NOD). Nér TLRs binder till MAMPs pabdrjas
en intracelluldr signalvdg som slutligen aktiverar transkriptionsfaktorn NFxB. Aktiverade
DCs utsondrar bland annat B-lymfocytsaktiverande faktor och proliferationsinducerande
ligander som tillsammans med inducerbart kvaveoxidsyntas leder till IgA-switch hos B-
lymfocyter (Allenspach, 2011).

IgA stannar i mukosans immunsystem och darigenom undviks ett systemiskt svar pa
tarmbakterierna (Alexander et al., 2014). Mukosans IgA-svar saknar karakteristika for
klassiskt minne och kan darmed svara pa de standiga forandringarna i kommensalernas
sammansattning (Belkaid & Hand, 2014).

Mikrobiotans paverkan pa immunférsvaret hos manniska och mus
IgA

Polymeriska IgA binder till polyimmunoglobulinreceptorn (pIgR) pa epitelceller for att tas
upp i cellen och efter att ha interagerat med den sekretoriska komponenten blir komplexet
transporterat ut i tarmlumen som sekretoriskt IgA (SIgA). SIgA ar viktigt for att formedla
tarmens mikrobiotainnehall till immunforsvaret (Alexander et al., 2014), paverka
kommensalernas genuttryck och forhindra bakteriernas adhesion till epitelet (Belkaid &
Hand, 2014). Nar SIgA binder till och bildar komplex med kommensaler kan den ta sig fran
lumen till mukosan genom att binda till en specialiserad IgA-receptor pa microfoldceller (M-
celler). SIgA presenterar darefter bakteriedelarna for toleransinducerande DCs, som uttrycker
bland annat integrinen CD11c, vilka borjar producera IL-10 och har en benédgenhet att
inducera IgA-switch hos B-lymfocyter i peyerska plack.
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IgA-svar ar beroende av de bakteriearter som finns narvarande i tarmen vilket tyder pa
informationsoverféring mellan IgA och mikrobiotan. Homeostasen med mikrobiotan
uppréatthalls av IgA genom att begrdansa exponeringen for det systemiska immunforsvaret.
IgA-svaret har en hog induktionstroskel pd ungefar 10° bakterier och &r ett svar som borjar
langsamt och ar langlivat. Allt detta tyder pa att IgA ar en antiinflammatorisk antikropp som
uppréatthaller symbios med mikrobiotan snarare &n att satta igang immunsvar mot den
(Alexander et al., 2014).

Regulatoriska T-lymfocyter i magtarmkanalen forser IgA™ B-lymfocyter i mukosan med
viktiga Overlevnadsfaktorer (Alexander et al., 2014). Tregs karakteriseras av att de uttrycker
CD4, CD25 och transkriptionsfaktorn Foxp3 (Junginger et al., 2012). Aktiverade Tregs har
setts inducera B-lymfocyters switch och produktion av IgA in vitro. Vid reduktion av Tregs
blir produktionen av IgA i tarmen avsevart forsamrad men den blir helt aterstalld vid transfer
av aktiverade Tregs till méss med defekt T-lymfocytsreceptor. Det visar att Tregs verkar
tillsammans med IgA* B-lymfocyter i mukosan for att inhibera vardens inflammatoriska svar
och bibehalla magtarmkanalens mikrobiota, som i sin tur skyddar varden mot patogener
(Alexander et al., 2014).

Regulatoriska T-lymfocyter

De flesta aktiverade eller minnes- T-lymfocyter finns i vdvnader som normalt &r koloniserade
av kommensaler, som hud och magtarmkanal. ldag anses en grundldggande avkénning av
kommensaler spela en viktig roll i homeostasen medan aktiva svar mot tarmfloran associeras
med patogenes. Kommensalerna ar viktiga for induktionen av regulatoriska svar. En central
del i det regulatoriska svaret ar perifer immunologisk tolerans och den kan inte etableras i
franvaro av signaler fran tarmfloran. Immunologisk tolerans uppnas troligen via flertalet
mekanismer och en av dessa ar Tregs. Tregs kan uppkomma som differentierade celler fran
tymus (tTregs) eller fran magtarmkanalen (iTregs) som svar pa oralt antigen. Optimal tolerans
mot antigener fran kommensaler och omgivning uppnas genom den kombinerade effekten av
Tregs inducerade fran tymus och magtarmkanalen. (Belkaid & Hand, 2014).

Transkriptionsfaktorn Foxp3 &r viktig for differentieringen av Tregs. Foxp3 kan induceras i
tymocyter som svar pa IL-2 och stimulering av T-lymfocytsreceptorn (TCR) och CD28. Den
kan aven uppregleras vid stimulering av TCR hos mogna CD4" T-lymfocyter i periferin i
narvaro av TGF-B. CNS1 dar en for Foxp3-transkription forstarkande gensekvens som &r
nodvandig for induktion av iTregs men som inte har betydelse for differentiering till tTregs
eller uppratthallande av Foxp3-uttryck. Inflammatoriska cytokiner och kostimulatoriska
signaler motverkar induktion av Foxp3 medan vitamin A-metaboliten retionoinsyra leder till
Okad induktion av Foxp3. | en studie av Josefowicz et al. (2012) utvecklade mdéss med
defekta iTregs uttalade patologiska forandringar associerade med T-hjélparcell 2 (Th2) i
mukosan, sasom allergisk inflammation. | forsoket visades brister i iTregs dven forandra
mikrobiotans sammanséttning. En markant 6kning av fylum TM7 och Alistipes spp. i fylum
Bacteroidetes och en minskning i forhallandet mellan Firmicutes och Bacteroidetes sags hos
dessa mdss. Vidare sag Josefowicz et al. (2012) att tTregs i stort sett ar tillrackliga for att
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kontrollera tolerans mot kroppsegna antigen medan iTregs funktion troligen ar att kontrollera
inflammation i mukosan, som dr mest utsatt for exogena substanser. Defekta iTregs resulterar
alltsa i en felreglering i immunforsvaret och Th2-medierad inflammation i tarmen vilket leder
till storningar i mikrobiotan (Josefowicz et al., 2012).

Nagot som visar pA kommensalernas skyddande roll ar att det i tarmen kravs kommensal
aktivering av TLR for att framja vavnadsreparation och vardens 6verlevnad. Produkter fran
kommensaler kan verka genom att direkt eller indirekt kontrollera funktionen hos
inflammatoriska celler. Ett exempel &r att igenkdnnandet av kommensalers SCFAs ar
avgorande for regleringen av inflammation till foljd av skada i tarmen och &ven i modeller av
artrit och allergi (Belkaid & Hand, 2014). En del av de Tregs som induceras i kolon &r
specifika for kommensala antigen vilket visar att mikrobiotan ar viktig for denna induktion
och for kontrollen av homeostas i mukosan. Kommensaler kan &ven kontrollera DCs orala
antigensampling i mukosan och i LP framja induktion av makrofager som &r associerade med
lokal tillvaxt av Tregs. Indirekt kan mikrobiotan paverka initiering av oral tolerans genom att
de kommensalspecifika Tregs som inducerats kan framja B-lymfocyters switch till IgA pa ett
antigenspecifikt vis (Belkaid & Hand, 2014).

Polysackarid A (PSA) produceras av en symbiotisk bakterie vid namn Bacteroides fragilis
och har i ett forsok visats skydda moss fran kolit inducerad av Helicobacter, en kommensal
med patogen potential, genom att inducera produktion av 1L-10 och TGF-B2 hos Foxp3*
Tregs. B. fragilis kunde i studien framja Tregs funktion och induktion genom att med PSA
aktivera TLR2 uttryckt pa T-lymfocyter och darigenom framkalla tolerans i mukosan (Round
& Mazmanian, 2009). Istallet for att inducera inflammatoriska svar dampar féljaktligen PSA
fran B. fragilis, genom induktion av Tregs, produktion av proinflammatoriska IL-17 for att
bakterien ska kunna kolonisera kolons kryptor (Alexander et al., 2014).

Nya upptéackter visar att ocksa manga andra mikroorganismer kan 6ka frekvensen av Tregs i
kolon. En av de manga mikrober som kan framja ackumulering av Tregs ar Clostridium. Det
gor bakterien genom att bland annat skapa en miljo rik pa TGF-B. For en optimal induktion
kravs dock den synergistiska effekten av flera klostridiumsorter da individuella arter endast
har ringa effekt pa immunforsvaret (Belkaid & Hand, 2014). | en studie av Atarashi et al.
(2011) visade moss som ar helt fria fran mikroorganismer (GF-mdss) och
antibiotikabehandlade moss en signifikant minskning av Foxp3® Tregs i kolons LP jamfort
med moss med normal tarmflora som é&r fria fran specifika patogener (SPF-mdss). Vidare
intog GF-mdss i forsoket avforing fran moss innehallandes Clostridium och uppvisade da en
kraftig ansamling av Tregs i kolons LP (Atarashi et al., 2011). | en annan studie av GF-mdss
inducerades en kraftig ackumulation av Tregs i kolon vid kolonisering av en mix
innehéllandes 17 klostridiumarter. Aven kolonisering av en enda eller upp till 5 olika arter
fran Clostridia ledde till en 6kning av Tregs men inte i samma omfattning som vid mixen med
17 arter (Atarashi et al., 2013). Det visar att bakteriearter sannolikt samarbetar for att inducera
skyddande svar.



Exakt hur Clostridia inducerar Tregs ar oklart men troligt &r att bakteriemetaboliter som
SCFAs medverkar till svaret. Nar man i ett forsok gav moss acetat i dricksvatten skyddades
de mot kolit och detta skedde genom att aktivera SCFA-receptorn (GPR43) pa medfodda
immunceller vilket har visats inducera Tregs i mukosa (Alexander et al., 2014). | en studie av
Arpaia et al. (2013) sags likasa butyrat och propionat 6ka extratymisk CNS1-beroende
differentiering av Tregs. Systemisk administration av butyrat var i forsoken tillrackligt for att
inducera extratymiska Tregs medan induktion av Tregs i kolon var beroende av lokal
administration. SCFAs aktivering av GPR43 har visats vara tillracklig for att inducera
inhibering av histondeacetylas (Alexander et al., 2014). Genom att inhibera
histondeacetylaser reglerar butyrat genuttryck epigenetiskt och denna egenskap ar en mojlig
mekanism for 6kad proliferation av Tregs i kolon (Belkaid & Hand, 2014). Arpaia et al.
(2013) gav i ett forsok butylerad starkelse till mdss som tidigare antibiotikabehandlats vilket
resulterade i 6kat antal Tregs i kolon jamfort med kontrollgruppen som gavs stirkelse. Aven
mangden intracellulart Foxp3-protein per cell 6kade bade hos moss med och utan defekt i
CNS1. Det tyder pé att butyrat forutom att 6ka Foxp3™ Tregs dven stoder redan existerande
populationer av Tregs genom att stabilisera uttrycket av Foxp3-protein (Arpaia et al., 2013).

Balans av regulatoriska T-lymfocyter och T-effektorlymfocyter

T-effektorlymfocyter (Teffs) verkar proinflammatoriskt i tarmen och de regulatoriska T-
lymfocyterna reglerar bland annat detta inflammatoriska svar. En balans av dessa
immunceller & darmed viktig for ett vélfungerande immunsystem. Studier visar att
kommensalers DNA paverkar balansen av Teffs och Tregs i tarmen via en TLR9-beroende
mekanism. TLR9-defekta mdss har en minskad frekvens av Tregs och minskad produktion av
interferon y (IFN-y) och IL-17 av Teffs i tunntarmens LP. Denna skillnad ses inte i kolons LP
vilket visar att den T-lymfocytsreglerande signaleringen genom TLR &r platsspecifik. Aven
TLR5-signaler paverkar troligen balansen av Tregs och Teffs eftersom de setts stimulera
Teffs och minska Foxp3® Tregs in vitro. D& intestinala DCs uttrycker TLR5 i mycket hégre
grad an DCs i mjalten & TLR5 troligen en viktig vag for mikrobiella signaler och balans av
immunceller i magtarmkanalen. Specifika DCs inducerar IL-23 nar de kénner av flagellin
vilket ocksd kan bidra till Tregs-Teffs-balansen eftersom I1L-23 stimulerar utvecklingen av
Th17 till effektorcell och har visats nedreglera Tregs (Alexander et al., 2014).

Systemiska effekter

Forandringar i mikrobiotan paverkar inte enbart lokalt immunforsvar i tarmen utan ocksa
immunreaktioner i andra vavnader och organ. Behandling med bredspektrumantibiotika har
visats minska antalet mikrober i magtarmkanalen vilket resulterade i trubbiga T- och B-
lymfocytssvar mot intranasal influensainfektion. Rektal administrering av TLR-agonister
aterstallde de skyddande immunsvaren vilket kan antyda att mikrobiella produkter fran
magtarmkanalen kan diffundera systemiskt. Antibiotikabehandling forsamrade likasa adaptiva
och medfédda svar vid exponering for lymfocytiskt choriomenginitvirus och
mukosainfluensavirus. Magtarmkanalens krav pa absorption kan resultera i en konstant
diffusion av mikrobiella produkter som TLR- eller NOD-ligander och metaboliter till
blodbanan vilket atminstone delvis kan vara en forklaring till den systemiska inverkan
(Belkaid & Hand, 2014).



Mikrobiotans paverkan pa immunférsvaret hos hund

De senaste studierna som finns pa hund, ménniska och gnagare tyder pa att de fyla som utgor
majoriteten av hundens mikrobiota &r lika dem hos méanniska och gnagare som ocksa utgors
till storsta del av Firmicutes och Bacteroidetes. Den storsta skillnaden &r att Fusobacteria &ar
en av de fyla som dominerar hos hund men inte hos ménniska eller gnagare (Deng &
Swanson, 2015).

Hos hundar fria fran mikroorganismer har man sett ett underutvecklat lymfsystem och
minskade koncentrationer av immunoglobuliner. Daremot kunde de &nda fa ett adekvat
immunsvar ndr de stimulerades med antigen. Hundarna uppvisade &ven tunnare villi och en
minskning av lamina propria och mukosans yta (Suchodolski, 2011). Sjukdomar som
bakteriedvervéxt i tunntarmen (SIBO) och IBD hos manniska har visats ha koppling till
storningar i tarmfloran. Hos hund &r begreppet SIBO tveksamt att anvanda da en studie visat
att friska hundar kan ha bakterieantal som 6verstiger gransvérdet for SIBO hos ménniska.
Hundens IBD &r daremot lik manniskans och utveckling av IBD hos hund har liksom hos
manniska kopplingar till samspelet mellan mikrobiotan, genetiska forutsattningar, diet och
miljofaktorer. Liknande férandringar i tarmfloran ses hos bade hund och ménniska vid IBD
(Hooda et al., 2012). Det har tyder pa att mikrobiotan paverkar aven hundens magtarmsystem
och immunfdérsvar men att det kan finnas skillnader i jamforelse med manniskan.

Immunologiska markérer vid gastroenteropati hos hund

Det finns flertalet studier som undersoker olika immunologiska parametrar som kan fungera
som markorer for sjukdomar i magtarmkanalen, sésom IBD. Annu finns ingen biomarkér som
pa ett optimalt satt kan anvéandas vid diagnostisering av IBD. CD11c och Foxp3 ar tva
komponenter i det adaptiva immunforsvaret som i studier visar intressanta resultat for
framtida forskning om biomarkorer.

CDl11c dr en B2-integrin pa cellers yta som hos moss anvands for att identifiera DCs, vilka ar
viktiga for aktivering av det adaptiva immunfdrsvaret. Hos hund har de celler som uttrycker
CD11c fenotyp och funktion som antyder att de & DCs medan CD11c hos ménniskor inte
enbart uttrycks pa DCs utan aven pa makrofager och andra celltyper. | en studie av Kathrani
et al. (2011) uppvisade hundar med IBD farre CD11c” celler i duodenum, ileum och colon &n
hundar i den friska kontrollgruppen. Det hér visar att uttryck av CD11c kan ha en roll i
utvecklingen av IBD. CD11c har visats vara uttryckt pa andra celltyper an DCs men i studien
var det ett fatal celler som inte antogs vara DCs och vars morfologi skilde sig fran de DC-lika
cellerna vilket innebar att de uteslots fran analysen (Kathrani et al., 2011). | en studie av
Junginger et al. (2014) uppvisade hundar med IBD en minskning av DCs som uttrycker bland
annat CD11c i magséacken, duodenum och kolon. Denna forandring foreslas dven i denna
studie vara en del i patogenesen i IBD (Junginger et al., 2014).

Junginger et al. (2012) har i en studie visat att hundar med IBD ocksa har ett minskat antal
Foxp3" Tregs i tarmen. Det antyder att en defekt i balansen av Tregs leder till forlust av oral
tolerans och utveckling av sjukdomen (Junginger et al., 2012). | en senare studie av Maeda et

al. (2016) ségs en signifikant minskning i antalet Foxp3™ celler i LP hos hundar med IBD
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jamfort med friska hundar och hundar med intestinalt lymfom. Aven denna studie indikerar
att en forandring i antalet Foxp3™ Tregs bidrar till sjukdomsforloppet i IBD (Maeda et al.,
2016).

Probiotikas paverkan pa immunférsvaret

Probiotika ar levande mikroorganismer som vid konsumtion tillfor halsoférdelar till
varddjuret. Ett antal studier har undersokt probiotikas egenskaper och effekter pa hundens
mikrobiota. Tillskott av probiotika tros fordndra tarmens mikrobiota men ett antal studier som
utforts visar att forandringar i avforingens bakteriesammansattning évergar redan 2-3 dagar
efter intag av probiotika (Garcia-Mazcorro & Minamoto, 2013).

Tabell 1. | tabellen visas en 6versikt dver de sorter av Lactobacillus som anvants i studier av
probiotika och dess paverkan pa immunforsvaret hos hund

Probiotikasort Effekt Referens

Lactobacillus acidophilus ~ Okning av bland annat neutrofiler, Baillon et al., 2004
monocyter och IgG i serum. Minskning
av kvédvemonoxid i serum.

Lactobacillus acidophilus ~ Dampar LPS'-inducerad produktion av Kainulainen et al., 2015
IL-8 frén HT-29-celler’.

Lactobacillus acidophilus, Hos hundar med kronisk enteropati Sauter et al., 2005
Lactobacillus johnsonii okade mRNA for och proteinnivaerna

av IL-10. Hos kontrollgruppen okade

mRNA for IL-10.

Lactobacillus acidophilus, Minskning av. mRNA for IL-10 i Sauter etal., 2006
Lactobacillus johnsonii duodenum och mRNA for IFN-y i
kolon hos hundar med kronisk diarré.

Lactobacillus casei Okat antal monocyter och IgA i serum.  Chung et al., 2009

Lactobacillus fermentum  Okad  fagocytisk  aktivitet ~ hos Strompfova et al., 2015
leukocyter.

Lactobacillus murinus Okning av IgA i avforing. Delucchi et al., 2014

Lactobacillus rhamnosus  Minskat antal allergenspecifika IgE Marsella, 2009
mot Dermatophagoides farinae.

Lactobacillus rhamnosus ~ Uppfoljning 3 ar efter administration av Marsella et al., 2012
L. rhamnosus (Marsella, 2009) visade
att vid allergenexponering ar IL-10
lagre &n hos kontrollgruppen. Ingen
skillnad i allergenspecifika IgE eller
TGF-p.

' Lipopolysackarider hos gramnegativa bakterier. > Modeller for IECs in vitro.

En av de mekanismer som probiotika foreslas verka genom ar induktion av Tregs. Nagra av
de regulatoriska effekterna hos probiotika i samband med inflammatoriska sjukdomar och
atopiskt eksem hos neonatala barn och smabarn tros vara associerat med induktion eller
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expansion av Tregs och manipulation av DCs i mukosan mot en regulatorisk funktion
(Belkaid & Hand, 2014).

Lactobacillus &r ett av de bakteriegenus som har studerats i storst omfattning hos hund,
manniska och mus med avseende pa probiotisk verkan. | tabell 1 ses en sammanstéllning av
studier gjorda pa olika sorter av Lactobacillus och deras effekt pa immunfdrsvaret hos hund.
Flertalet studier visar att probiotika forstarker specifika immunfunktioner hos unga hundar.
En studie visade att tidig exponering for Lactobacillus rhamnosus minskade immunologiska
markorer pa atopisk dermatit, gav en signifikant minskning av allergen-specifika IgE under
valparnas forsta 6 manader och effekt sdgs dven 3 ar efter att probiotikan slutats ge
(Grzeskowiak et al., 2015). Det r inte bara hos unga hundar som probiotika har positiva
effekter. Lactobacillus acidophilus och Lactobacillus johnsonii hade i en studie vélgérande
effekter pa cytokinmaonstret och mikrobiotan i tarmen hos hundar med kronisk diarré och gav
Klinisk forbattring hos alla hundar (Grzeskowiak et al., 2015). Probiotisk tillforsel av
Lactobacillus har foljaktligen i flertalet studier visat en positiv paverkan pa hundens
immunforsvar.

DISKUSSION

Hund, manniska och mus é&r alla daggdjur och har visats ha manga likheter i anatomi och
fysiologi. Det finns daremot studier som visar artskillnader som kan ha betydelse for de
slutsatser som dras for hund fran humana och murina studier. Ett exempel ar att Deng och
Swanson (2015) sag att ett av de dominerande fyla i magtarmkanalen hos hund ar
Fusobacteria. Da ménniska och mus inte har detta fylum i samma omfattning kan det
innebara att mikrobiotan hos hund paverkar varden pa annat satt &n hos manniska och mus.
En annan skillnad som upptéckts ar att flertalet hundar har visats vara friska trots att de har en
bakterieméngd i tarmen som o&verstiger gransvérdet for sjuklig bakterietillvaxt i tarmen
(SIBO) hos manniska (Hooda et al., 2012). Aven detta visar pa att magtarmkanalens
mikrobiota och hélsa hos hund i vissa avseenden skiljer sig fran manniska vilket bor hallas i
atanke nar andra arter anvands som modell for hund.

Det finns en ansenlig mangd forskning pa framst méss men aven pd méanniska gallande
mikrobiotans paverkan pa immunforsvaret och det ar ett aktuellt omrade dar det regelbundet
utfors nya studier. Det kan bli problematiskt nar dessa resultat ska sammanstéllas da det for
det forsta ar ett brett @mnesomrade med manga komponenter inblandade, for det andra
standigt tillkommer ny forskning och for det tredje ar ett omrade som i nulaget ar langt ifran
klarlagt. Nar det kommer till samma omrade pa hund lyser studierna med sin franvaro.
Gallandes hund har fokus legat pa att kartlaigga mikrobiotans sammansattning eller att
utforska tarmflorans roll i kroniska enteropatier och &ven har ar antalet studier klart begréansat.
Den som dr intresserad av hur mikrobiotan paverkar immunforsvaret hos hund hénvisas i
nulaget till studier gjorda pa mus och manniska. Den stora fragan ar da om dessa studier kan
tillampas pa hund?

For att kunna besvara den fragan kan vi rikta blicken mot den forskning som gjorts pa

hundens enteropatier och vad den kan siga oss om samband mellan arterna. Nagra av de
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biomarkdrer som har hamnat i1 fokus i senare studier om immunologiska tarmsjukdomar hos
hund och diagnos av dessa & CD11c hos DCs och Foxp3 hos Tregs. Vad galler CD11c* DCs
har de visats minska i antal vid IBD hos hund men de &r dnnu inte vél utforskade och
studierna utgor ett begrénsat material (lwasaki & Kelsall, 2001; Kathrani et al., 2011).
Daremot har det inom humanforskningen fokuserats mycket p& Foxp3* Tregs. D& ett par
studier har visat att uttryck av Foxp3 minskar hos hundar med IBD (Junginger et al., 2012;
Maeda et al., 2016) tyder det pa att Tregs har liknande reglerande roll och betydelse i hundars
immunférsvar och utveckling av IBD som hos manniskor. Reduktion av Tregs har setts i bade
studier pa moss och manniskor i samband med férandringar i mikrobiotan och immunologiska
patologier i tarmen vilket antyder att resultaten fran dessa studier kan appliceras dven pa hund
(Round & Mazmanian, 2009).

Flertalet sorter av probiotika ar intressanta ur terapeutisk synvinkel da de visats paverka
varddjurets mikrobiota och immunférsvar. Om vi med tillskott av probiotika till exempel kan
Oka fagocytisk aktivitet hos leukocyter och produktion av IgA kan probiotikan anvandas for
att bekampa patogener. Har har de potentiellt terapeutiska kandidaterna L. fermentum, L.
murinus och L. casei visat framfétterna (Chung et al., 2009; Delucchi et al., 2014;
Strompfova et al., 2015). | de bada studierna av Sauter et al. (2005, 2006) visades en
sammanblandning av tre sorter av Lactobacillus paverka den antiinflammatoriska cytokinen
IL-10 som kan produceras av bland annat Foxp3* Tregs. Nivaerna av 1L-10 paverkades hos
béade friska hundar (6kning), hundar med kronisk enteropati (6kning) och hundar med kronisk
diarré (minskning). Hos hundarna med kronisk diarré minskade &ven nivaerna av
proinflammatoriskt IFN-y nédr de fick probiotikablandningen (Sauter et al., 2006). Denna
regulatoriska paverkan ar anvandbar vid sjukdomar som innebér en felaktig reglering av
immunforsvaret. Om probiotika kan paverka Tregs ar det av intresse vid behandling av
autoimmuna sjukdomar och enteropatier sasom IBD dar vi vill dampa immunférsvaret. B.
fragilis samt flera arter av Clostridia har visats framja Tregs i magtarmkanalen och det hade
varit intressant att se studier pa om dessa kan fungera som probiotika hos hund. Daremot &r
det av storsta vikt att inte f3 en 6kning av patogena eller potentiellt patogena klostridiearter
som C. difficile eller C. perfringens som ses i hogre antal hos hundar med diarré (Baillon et
al., 2004). Darfor vore studier pa kommensala Clostridium utan eller med liten patogen
potential intressanta for att se om de kan vara ett behandlingsalternativ eller — komplement
vid enteropatier.

Tva av studierna pa Lactobacillus spp. (Chung et al., 2009; Delucchi et al., 2014) visar att
vissa medlemmar av genuset kan ge 6kade nivaer av IgA. | bada studierna anvandes friska
hundar och effekterna av L. murinus (Delucchi et al., 2014) och L. casei (Chung et al., 2009)
pa hundarna undersoktes. Ingen av de andra studierna pa arter inom Lactobacillus spp. visade
att probiotika kan paverka halterna av IgA. Da nivaer av IgA har visats variera kraftigt i
hundars avféring och paverkas av faktorer som alder och ras (Delucchi et al., 2014) kan
studierna av Chung och Delucchi helt enkelt uppvisa en normal variation i avféring och inte
en Okning av IgA pa grund av probiotikan. Det ar daremot troligt att olika arter inom
Lactobacillus spp. paverkar hundens immunforsvar pa olika satt da det i bada studierna
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uppmattes signifikanta skillnader i IgA-nivaer mellan de hundar som fick probiotika och de
som fick placebo.

Da immunforsvaret dven paverkas systemiskt av forandringar i mikrobiotan (Belkaid & Hand,
2014) antyder det att probiotika som forandrar tarmfloran kan vara aktuell likasa vid
behandling av sjukdomar som inte ror magtarmkanalen. Dessutom kan probiotika vara ett
viktigt komplement vid antibiotikabehandling, da tarmfloran rubbas med foljd att
immunforsvaret forsamras.

Manga av studierna pa probiotika har flertalet begransningar da de anvéant gPCR for att
utforska utvalda bakteriegrupper, vilket inte utvarderar hela tarmflorans sammanséttning och
samspel (Hooda et al., 2012). Det gor det svart att dra nagra egentliga slutsatser fran de
studierna och nya forsok med battre metoder kravs for en okad forstaelse. Studierna ar
dessutom ofta gjorda pa friska hundar dar avforingsprover har analyserats istallet for att titta
pa mukosan eller innehall i magtarmkanalen. Ytterligare ndgot som forsvarar jamforande
mellan studier ar att probiotika anvands i vitt skilda koncentrationer i olika forsok (Hooda et
al., 2012). Likasa har flera studier pa immunceller, saisom DCs, haft sina brister. | studierna
av Kathrani et al. (2011) och Junginger et al. (2014) har forfattarna inte kunnat sékerstalla att
de celler de undersokt verkligen ar dendritiska celler da flertalet celler uttrycker samma
molekyler. De har dock redogjort for detta eventuella bias som ar vasentligt att ha i atanke.

Slutligen ar det viktigt att vara medveten om och ta hansyn till artskillnader nar olika djurslag
jamfors i ett sddant har avseende. Flertalet artiklar antyder att vissa resultat fran studier av
mikrobiota och immunférsvar i manniska och mus &ven kan appliceras pa hund och ge
végledning for fortsatta studier i hund. De studier av probiotiska bakterier som har utforts
direkt i hund visar att flertalet bakteriearter har en positiv inverkan pa vardens immunforsvar
och hélsa vilket ar lovande for anvéndning av probiotika i terapeutiska sammanhang.
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