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Honung har sedan tusentals ar anvints vid sarldkning. Honungens antibakteriella
egenskaper tros bland annat komma fran 13 mjo6lksyrabakterier som harstammar
fran bina som tillverkat honungen. For att i framtiden kunna utveckla ett
honungsbandage innehéllande dessa mjolksyrabakterierbakterier behdver det
undersdkas hur de olika honungssorterna tillsammans med mj6lksyrabakterierna
paverkar vanliga humanpatogener i sir. Dessutom om det &r ett alternativ att
modifiera néringen till mjolksyrabakterierna. Nar honungsbandaget ligger pa séret
kommer den tunna honungsfilmen att spddas ut av sarvitskan, diarfor kommer det
dven att undersdkas hur honungens, tillsammans med mjolksyrabakterierna,
antibakteriella effekt paverkas i olika spadningar.

For att kunna undresoka detta testades olika honungstyper tillsammans med
mjdlksyrabakterier mot humanpatogener pa bade fast och i flytande medium.
Honungen ldstes i bade vatten och pollenmedium samt inneholl
mjolksyrabakterier.

Resultaten visade att det inte dr ndgon betydande skillnad mellan de olika
honungssorterna, men om mjolksyrabakterierna har tillgéng till pollen forokar de
sig bittre 4n om de bara har tillgéng till honung och vatten. Detta resulterar i att
det bildas fler antibakteriella produkter. Det gick ocksd att konstatera att S. aureus
ar kénsligare én E. coli mot mj6lksyrabakterierna.

Nyckelord: Honung, mjolksyrabakterier, inhiberingstest, , sairpatogener.
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Honey has been used for thousands of years for wound healing. The antibacterial
effects of honey are believed to reside, in among other things, in novel 13 LAB
(lactic acid bacteria) that originate in honeybee when they produce their honey.
To develop a new honey bandage containing these LAB it’s necessary to examine
how different honey types with the 13 LAB affects common pathogens in
wounds. In addition, if there is an option that also adding pollen medium as a
nutrient for the LAB. When the honey bandage comes in contact with wounds
honey is diluted by the pus, therefore the study will also include a test on how
honey’s, together with viable LAB, antibacterial efficacy change in
differentconditions.

Types of honey together with viableLAB will be tested against human wound
pathogens in combinations using both solid and liquid growth media. Honey will
be diluted with water or pollen medium and modified by adding viable LAB.

The results showed that there is no significant difference between honey types
studied, but if the LAB have access to pollen they will grow better, and therefore
produce more antibacterial products, comparing to if they only have access to
water and honey. It also showed that honey had an inhibitory effect on the LAB.
It was also possible to conclude that S. aureus are more sensitive than E. coli
against the LAB.

Key words: , honey, lactic acid bacteria, inhibition tests, , wound pathogens



INNEHALLSFORTECKNING

SAMMANFATTNING
ABSTRACT
INNEHALLSFORTECKNING

INLEDNING
Syfte
Fragestillning

MATERIAL OCH METOD

Etiska aspekter

Pollenmedium

Honung
Honungstyper som ska testas
Fororeningar i mogen honung
pH i utspadd honung
Hur honung pdverkas av kokning
Spédningsserier av honungen

Bakterierna
Berikning av antalet levande bakterier VC
(Viable Count)
Mjolksyrabakterierna
Humanpatogener
Odling av mjdlksyrabakterierna
Bakterielosning av mjolksyrabakterierna
De 13 mjolksyrabakteriernas antibakteriella effekter
Mjolksyrabakteriernas formaga att véaxa i olika
honungslosningar
Patogenernas formaga att vixa i
pollenhonungsbuljong

Inhiberingstester
Pa agarplattor med brunn
Pa agarplattor med filterdisk
Pa agarplattor med agarpuck
I buljong

RESULTAT
Bakterievixt i honungsldsningar
Inhiberingstester
I buljong

DISKUSSION

REFERENSER

(o) Ne) i) e o) Ne ) o) e V)

| R BN RN EEN BN e N

OO0 OO0 I

10
11

14

17



INLEDNING

Honung tillverkasav honungsbin och bestar utav nektar som bina samlar in fran
blommor och vixter. Beroende pa arstid och placering av bikupan kommer darfor
den firdiga honungen ha vissa variationer i sitt innehll. Mellan blomman och
bikupan forvarar biet nektarn i sin sa kallade honungsmage, som &r en del av
strupen och dr mycket tdnjbar. Nér biet kommer till kupan overfors nektarn till ett
nytt bi som i sin tur 6verfor den till en cell i en honungskaka. Nér det mesta av
vattnet har avdunstat tillsatter bina enzymer sé att nektarn omvandlas till honung.
Nér honungen ér fardig tidcks denna 6ver med ett vaxtacke[C].

Honung har flera antibakteriella egenskaper s& som hog sockerhalt och lag
surhetsgrad[H]. Dessutom tillsétter bina vid honungstillverkningen ett enzym som
tillverkar véteperoxid, detta enzym aktiveras nar honungen spids och &r som mest
aktivt vid honungskoncentrationer mellan 30 % till 50 %[I].

Flera studier har gjorts for att hitta den honungssort som &dr mest antibakteriell.
De flesta forsoken visar att alla honungssorter har en viss hdimmande effekt pa
vanliga sarpatogener. Dock &r de bara himmande inte avdodande[P, Q]. En av de
honungssorter som har visat sig vara mest effektiv och ha en viss avddédande
effekt r den Nya Zeeldndska honungssorten Manuka. En av de orsakerna som
tros ge Manukahonungen dess antibakteriella effekt dr en hog koncentrationen av
metylglyoxal. Beroende pa hur antibakteriell Manukahonungen ér graderas den
med sa kallad Manukafaktor, ju hogre Manukafaktor desto hogre antibakteriell
effekt[O].

Honung har anvénts inom sarldkning sedan 2000 f. kr i bland annat Egypten,
Grekland och Indien[F] och dn 1 dag anvidnds honungsbandage som en alternativ
behandling vid svarlékta sir. Dagens honungsbandage bestdr av en tunn film av
honung som applicerats pa ett forband som sedan liggs direkt pa saret. Nar saret
sedan vétskar sig spidds honungen. Honungen som anvinds dr oftast medicinsk
behandlat honung av exempelviss Manukanektarng eller artificiellt framtagen
honung. All honung som anvénds inom varden filtreras fran pollen och bestralas
med gammabestralning for att doda eventuella bakteriesporer[G]. Det dr sen
tidigare ként att honung ofta innehdller bade jast och bakteriesporer fran bland
annat Bacillus arter och Paenibacillus larvae P. larvae ér en vanlig bipatogen som
orsakar amerikansk yngelrdta. Det dr en sjukdom som infekterar bilarverna genom
fodan och yttrar sig genom att larverna ruttnar inifran[D].

Ett stort problem vid sdrldkning dr bakterietillvéxten i saret. Den vanligaste
sarpatogenen ar S. aureus MRSA (Meticillinresistenta Staphylococcus aureus) ar
multiresistenta stafylokocker som idag &r ett stort problem inom sjukvérden[J].
Andra multiresistenta bakterier &r ESBL (extended spectrum betalactamase), det
ar bakterier som har plockat pé sig en betalaktamas plasmid och borja producera
betalaktamas vilket leder till att bakterierna blir mer resistenta. En av de bakterier
som kan utvecklas till en ESBL ar E. coli (Eschericia coli) som ocksa dr vanligt
forekommande i sar[K]. E. coli forokar sig mycket fort och har en delningstid pa
ca 30 minuter[R]. En annan bakterie mycket vanligt forekommande i sar &r P.
aeruginosa (Pseudomonas aeruginosa)[L].

Nyligen uppticktes 13 nya arter av mjolksyrabakterier i honung och i binas
honungsmage[C]. Mjolksyrabakterier dr grampositiva och icke sporbildande. De
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kan beroende pé art vara bade kocker och stavar. De mjdlksyrabakterierna som
hittades 1 honungen é&r nio stycken av arten Lactobacillus och fyra
Bifidobacterium. Det som har gett mjolksyrabakterierna sitt namn och ir det att
alla sldkten inom gruppen har gemensamt att de producerar mjolksyra. P4 grund
av att de sjdlva producerar syra ér de syrataliga.. De producerar dven
bakteriedodande proteiner s kallade bakteriociner detta gor att mjolksyrabakterier
sedan lidnge anvénts i som probiotika|M]. Mjdlksyrabakterier hittas i fermentera
livsmedel som demjolk, kott, vixter och i magtrakten hos daggdjur[N]. De
mjolksyrabakterierna som hittades i honungen fungerar som ett naturligt skydd for
bina och skyddar bland annat fran de mikroorganismer som kan finnas i nektarn
och bipatogener s& som P. larvae [D].

Tidigare forsok har visat att dessa 13 nya mjolksyrabakterier har en hog
antibakteriell effekt (opublicerade resultat). Malet &r att utveckla ett nytt
effektivare honungsbandage innehallande antingen mjolksyrabakterier eller de
antibakteriella produkter som mjdlksyrabakterierna har producerat. For att kunna
avgora vilken honungssort som skall anvéndas till det nya bandaget ska
mjolksyrabakteriernas antibakteriella effekt testas i olika honungssorter.
Dessutom ska det testas om det kan vara en fordel for mjolksyrabakterierna om de
har tillgéng till pollen. Nar bandaget ligger pa saret kommer honungen 16sas upp
av sarvatskan, dirfor ska det dven testas hur vitska paverkar den antibakteriella
effekten.

Syfte

Ta reda pa hur olika honungstyper tillsammans med 13 olika mj6lksyrabakterier
paverkar olika humanpatogener som kan finnas i sar, samt i vilken
honungskoncentration mjolksyrabakterierna &r mest aktiva.

Fragestallning
Hur péverkar honungsorten som en bérare, de 13 mjolksyrabakterierna, vid en in
vitro studie, vanliga humanpatogener i sar.

MATERIAL OCH METOD

Olika honungstyper tillsammans med mjdlksyrabakterier ska testas mot
humanpatogener pa bade fast och i flytande medium. Honungen kommer att 16sas
1 bade vatten och pollenmedium samt innehalla mj6lksyrabakterier.

Etiska aspekter
Ej relevant da forsoket ej inkluderar ménniskor eller djur.

Pollenmedium

For att tillverka ca 150 ml pollenmedium blandas 40 g pollen med 226 ml
kranvatten som sedan far std under omrérning i 1,5 timme. Dérefter justeras pH
till 6.2. Losningen autoklaveras i 120 °C i 15 minuter. Den klara vétskan
(pollenmediet) separeras frén pollenet.



Honung
All honung utom Manukahonungen, som &r nyazeeldndsk, dr svensk honung frén
sOdra Sverige.

Honungstyper
Rapshonung (maj), hallonhonung (juni), lindhonung (juli), ljunghonung (augusti),
bladhonung (september) och Manukahonung med Manukafaktor +10.

Féroreningar i mogen honung

For att undersoka forekomsten av bakteriesporer eller jastsvamp i honungen spéds
alla honungssorterna med sterilt vatten i koncentrationerna 50 %, 25 %, 12,5 %
och 6,3 %. Honungslosningarna inkuberas sedan i 35°C i fem dygn. De olika
honungslosningarna odlas sedan ut pa icke selektiva agarplattor som inkuberas
bade aerobt och anaerobt, plattorna kontrolleras sedan varje dag fem dagar framat
for att eventuell vaxt skall upptickas. Om det forekommer vixt i
honungslosningarna maste honungen sterilfiltreras innan tillsats av
mjolksyrabakterierna sker.

pH i utspddd honung

Raps-, ljung- och Manukahonung spads med béde sterilt vatten och med
pollenmedium till en koncentration pa 6,3 %. Losningarnas pH méts sedan med en
pH meter.

Hur honung paverkas av kokning

I agarplattor av MH (Miiller Hinton) (30.0% beef infusion, 1.75% casein
hydrolysate, 0.15% stérkelse, 1.7% agar) stansas en brunn med diameterna 8,2
mm ut. P4 ytan av plattan strykas en bakteriesuspension med grumlighetan 0,5
McF (McFarland) ut med hjilp av en steril bomullspinne ut. Bakterierna som
anviands i detta forsok dr E. coli med ESBL och MRSA. I brunnarna tillsétts 160
ul av Manukahonung och rapshonung 16st i sterilt vatten i koncentrationen 50 %,
bade okokt honung och honung som kokats i 30 minuter.

Spédningsserier av honungen

Alla honungssorter spids i koncentrationerna 50 %, 25 %, 12,5 % och 6,3 %. Som
16sningsmedium anvénds sterilt vatten respektive pollenmedium. Till dessa
spadningsserier tillsitts sedan bakterier. Aven en negativ kontroll i form av en
spaddningsserie som inte inkluderar bakterier gors.

Bakterier
I alla forsok anvénds alla 13 mjdlsyrabakterierna tillsammans, ddremot anvénds
alltid patogenerna var for sig och antalet kan variera fran forsok till forsok.

Berékning av antal levande bakterier VC (Viable Count)
Detta dr nodvéndigt for att vid slutresultatet veta hur ménga bakterier som var
levande.

Mjélksyrabakterierna

Alla mjolksyrabakterierna ér frysta isolat av 2:a generationen fran den 20/1 2012.
Mjolksyrabakterierna som anvinds ar Bifidobacterium Bin2, Lactobacillus Bin4,
Bifidobacterium Bin7, Lactobacillus Biut2, Lactobacillus BmaS5, Bifidobacterium
Bmab6, Lactobacillus Fhon2, Lactobacillus Fhonl3, Lactobacillus Hma2,



Bifidobacterium Hma3, Lactobacillus Hma8, Lactobacillus Hmal1l och
Lactobacillus Hon2

Humanpatogener

Patogenerna kommer fran kliniska isolat, de patogener som anvinds vid de olika
forsoken &r MRSA som kommer fran en svalgodling, P. aeruginosa och E. coli
med ESBL som bdda kommer fran urinodlingar.

Odling av mj6lksyrabakterierna
Mjolsyrabakterierna odlas upp anaerobt pa separata agarplattor (MRS + 0,1 % L-
cystein + 2 % fruktos + 1.0 % agar) i 3 dagar i 35°C i luft.

Bakterielésning av mjélksyrabakterierna

Denna losning gors i samband med att den ska blandas med honungen.
Bakterierna som har vixt separat i pollenbuljong i tvd dygn blandas och
centrifugeras, supernantanten avldgsnas och pelleten med bakterier 16ses upp i tre
ml sterilt vatten.

De 13 mjélksyrabakteriernas antibakteriella effekter

Detta testas genom att en filterdisk indrénkt i en 6,3 % honungslosning, av bade
raps- och Manukahonung bade med och utan de 13 mjolksyrabakterierna, placeras
pa en MRS-agarplatta. Dérefter hills en agarldsning innehdllande MRSA
respektive E. coli, 6ver MRS-agarplattan. Plattorna inkuberas dver natten och
eventuella zoner mits.

Mijélksyrabakteriernas férmaga att véxa i olika honungslésningar

For att undersdka om bakterierna har formaga att véxa i en honungsldsning, eller
om de dven behover pollen, gors tvéa spadningsserier. En med honung och
bakterier 16sta 1 vatten och en med honung och bakterier 16sta i pollenmedium.
Spédningsserierna gors med honungskoncentrationerna 50 %, 25 %, 12,5 % och
6,3 %.

Patogenernas férmaga att véxa i pollenhonungsbuljong

For att ett inhiberingstest med buljong ska vara mojligt maste de tre patogenerna
kunna foroka sig 1 buljongen som i detta fall dr pollenmedium innehallande
honung i koncentrationen 6,3 %. Honungssorterna som anvéands r raps-, ljung-
och Manukahonung.

En koloni av varje patogen tillsitts till 1 ml av varje pollenhonungsbuljong och
inkuberas sedan dver natten i 35°C. Eventuell vixt i roren kontrolleras visuellt.

Inhiberingstester
For att avgora mjolksyrabakteriernas antibakteriella effekt, tillsammans med
honungen, gors ett antal inhiberingstester.

Pa agarplattor med brunn

Patogenen, som véxer i en MH-buljong, stryks ut med hjélp av en steril
bomullspinne pa hela ytan av en MH-platta. [ mitten av plattan stansas en brunn
med diametern 8,2 mm ut. I denna brunn tillsétts 160 pl av honungs- och
bakterieldsningen. Plattorna inkuberas 1 35°C dver natten. Allt gors i triplikat.
Dagen efter méts och antecknas diametern péd eventuella zoner som har bildats
runt brunnen.



Pa agarplattor med filterdisk

MRSA respektive E. coli stryks i en grumlighet pa 0,5 och 5 McF stryks med en
steril bomullspinne ut pad ytan av en MH-platta. Pé plattan placeras sedan en
filterdisk indrinkt i en honungslésning, med 6,3 % honung, av antingen raps- eller
Manukahonung. Bédde honung med och utan mjélksyrabakterier testades. Plattorna
inkuberas sedan dver natten i 35°C.

Pé agarplattor med agarpuck

Detta test utfors enligt samma princip som Inhiberingstest pd agarplattor med
brunn. Undantaget &r att istéllet for att tillsitta honungslosningarna i flytande
form framstélls en agarplatta med 1 % agar utav honungslosningarna.
Honungsplattorna gjuts bdde med och utan mjolksyrabakterierna. Ur dessa
honungsplattor stansas sedan en agarpuck ut, som sedan placeras i brunnen i MH-
plattan. Plattorna inkuberas sedan i 35°C i luft ver natten. Eventuella zoner méts
med ett skjutmatt.

For att testa om det blir béttre resultat om mjolksyrabakterierna far véxa till sig
innan de kommer i kontakt med patogenerna, inkuberas honungsplattorna med
mjolksyrabakterier &ven dver natten, for att dagen efter séttas till en MH-platta
med patogener pa ytan. Plattorna inkuberas sedan i 35°C i luft 6ver natten.
Eventuella zoner mits med ett skjutmatt.

| buljong

Patogen blandas med fysiologisk 5 ml sterilt vatten tills en grumlighet pad 1 McF
uppnas, de patogener som anvéands dr E. coli, S. aureus och P. auerginosa. Dér
efter gors en VC pé l16sningarna. De tretton mjolksyrabakterierna blandas samman
1 5 ml sterilt vatten, vortexas noga och spéds till 3 McF. 100 ul av varje
bakterieldsning tillsétts sedan i 1 ml av en pollenbuljong med en
honungskoncentration pé 6,3 %. De honungssorter som anvénds dr rapshonung,
ljunghonung och Manukahonung.

Aven ett test dir inte mjdlksyrabakterierna 4r nirvarande, utan bara de produkter
de har producerat, gors. Detta genom att tillsétta en loop av varje
mjolksyrabakterie till 1 ml sterilt vatten som sedan vortexas tills alla bakterier 19st
sig. 100 ul av denna 16sning 6verfors sedan till tre ror innehallande 10 ml
pollenbuljong med en honungskoncentration pa 6,3 % var. Aven hir ér det
rapshonung, ljunghonung och Manukahonung som anvinds. Roren inkuberas i
35°C efter 48 timmar centrifugeras roren sé att supernantanten, dér alla produkter
fran mjolksyrabakterierna finns, kan avldgsnas och sparas. 1 ml av respektive
supernantant overfors sedan till ett ependorfror. Till supernantanten sétts sedan 50
ul av samma patogenldsningar som anvints tidigare.

Som en kontroll gors dven nio l9sningar, de tre patogenerna 16sta i de tre
honungssorterna, innehallande 1 ml pollenbuljong med en honungskoncentration
pa 6,3 % och 100 pul av patogenbakterielosningen.

Alla 16sningarna inkuberas 1 35°C dver natten. Dagen efter gors en VC pé
patogenerna. Alla prover utom kontrollerna gors i duplikat.



RESULTAT

Honungen visade sig innehdlla fororeningar i form av Bacillus pumilus och
Paenibacillus mest vixt forekom i lind- och Manukahonung. Men dven i
bladhonung férekom sparsam vixt. Vid kontroll om honungens antibakteriella
effekt pdverkades av 30 minuters kokning gav de kokta honungen lika stora och
tydliga zoner som den okokta honungen, detta oberoende pa honungssort.

Honungen visade sig ha ett hdgre och jamnare pH nér det var utspétt med
pollenmedium jamfort med nér det var spétt 1 vatten (se tabell 1).

Tabell 1. pH 1 utspiddd honung .

pH
Honungssort Pollenmedium Vatten
Raps 5,48 4,1
Ljung 5,48 4,61
Manuka 5,49 4,03

Inhiberingstestet som testade de 13 mjolksyrabakteriernas gemensamma
antibakteriella effekt visade tydligt att de har en stark antibakteriell effekt pa bade
E. coli och S. aureus. Pé alla plattor dér filterlapparna innehdll bakterier bildades
2 cm i diameter stora klara zoner runt filterlappen, runt de filterlappar som inte
inneholl bakterier véxte patogenerna énda in till filterlappen.

Bakterievaxt i honungslosningar

Redan efter ett dygn synes tydliga resultat, i l16sningarna innehdllande vatten hade
bakterierna forokat sig sa pass mycket att en pellet var synlig pa botten av roret
(se figur 1). Dock var alla pelletar lika stora oberoende pd honungssort eller
honungskoncentration.

I réren innehéllande pollenmedium var tillvdxten av bakterier avsevirt storre, hir
fanns ocksa en tydlig skillnad mellan honungskoncentrationerna, ju hogre
koncentration honung desto mindre pellet med bakterier (se figur 1). Efter ett
dygn var det en liten variation mellan de olika honungstyperna i de ldgsta
koncentrationerna, bade i storlek och utseende pa pelletarna. Efter tvd dagar hade
denna variation forsvunnit och det gick inte lingre att urskilja ndgon skillnad
mellan de olika honungssorterna.

Figur 1. Bakterietillvéxt, efter tv dygn, av mjolksyrabakterier i Manukahonung i
koncentrationerna 50 %, 25 %, 12,5 % och 6,3 % 16st i sterilt vatten (till vinster)
och i pollenmedium (till hoger).



De tre patogenerna visade sig ocksa kunna bade dverleva och fordka sig i en
16sning bestédende av pollenmedium med en honungskoncentration pa 6,3 %. Det
syntes ingen skillnad mellan de olika honungssorterna.

Inhiberingstester

Vid inhiberinstestet med brunnar testades alla honungssorter i alla koncentrationer
tillsammans med mjdlksyrabakterierna mot P. aeruginosa och E. coli. Pa de
plattor med P. aeruginosa bildades inga zoner alls och pa plattorna med E. coli
bildades stora otydliga och ofta dubbelzoner runt brunnarna. Vid métning av dessa
otydliga zoner fanns det en tendens till att ju hogre honungskoncentration desto
storre zon. P4 plattorna med Manukahonungen i koncentrationen 50 % syntes en
dryg mm klar kant runt brunnen.

Niér en filterdisk ersatte brunnen blev resultatet att inga zoner alls bildades
oberoende pd patogen eller honungssort.

Vid inhiberingstest med agarpuck pa plattorna med E. coli bildades det {4 klara
zoner, men av de som bildades var de storsta zonerna runt puckar som inneholl

pollenmedium och hade en honungskoncentration pa 6,3 % (se tabell 2).

Tabell 2. Zondiameter i mm pé agarplattor strukna med E. coli.

Honungssort Pollen/vatten  Honungskoncentration LAB Klar zon (mm)

Raps pollen 50% nej 12
Raps pollen 50% TO -
Raps pollen 50% T24 12
Raps pollen 6,30% nej -
Raps pollen 6,30% TO -
Raps pollen 6,30% T24 18
Raps vatten 50% nej -
Raps vatten 50% TO -
Raps vatten 50% T24 11
Raps vatten 6,30% nej -
Raps vatten 6,30% TO -
Raps vatten 6,30% T24 -
Manuka pollen 50% nej -
Manuka pollen 50% TO -
Manuka pollen 50% T24 -
Manuka pollen 6,30% nej -
Manuka pollen 6,30% TO -
Manuka pollen 6,30% T24 17
Manuka vatten 50% nej -
Manuka vatten 50% TO -
Manuka vatten 50% T24 11
Manuka vatten 6,30% nej -
Manuka vatten 6,30% TO -
Manuka vatten 6,30% T24 -

T = tiden i timmar agarplattorna med mjolksyrabakterierna har fatt vaxa till sig innan de
placerades pa plattorna bestrukna med patogener.
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Samma test gjordes ocksa med S. aureus, hir bildades det fler klara zoner men
samma monster som for E. coli. Storst zoner blev det nér bakterierna haft tillgang
till pollen och haft m&jlighet att vixa till sig ett dygn. Aven en lig
honungskoncentration 6kade storleken pa zonerna (se tabell 3).

Tabell 3. Zondiameter i mm pa agarplattor strukna med S. aureus.

Honungssort Pollen/vatten  Honungskoncentration LAB Klar zon (mm)

Raps pollen 50% nej 12
Raps pollen 50% TO 16
Raps pollen 50% T24 16
Raps pollen 6,30% nej -
Raps pollen 6,30% TO 17
Raps pollen 6,30% T24 25
Raps vatten 50% nej 12
Raps vatten 50% TO 13
Raps vatten 50% T24 -
Raps vatten 6,30% nej -
Raps vatten 6,30% TO 13
Raps vatten 6,30% T24 -
Manuka pollen 50% nej 10
Manuka pollen 50% TO 17
Manuka pollen 50% T24 14
Manuka pollen 6,30% nej -
Manuka pollen 6,30% TO 15
Manuka pollen 6,30% T24 24
Manuka vatten 50% nej 15
Manuka vatten 50% TO 16
Manuka vatten 50% T24 17
Manuka vatten 6,30% nej -
Manuka vatten 6,30% TO 12
Manuka vatten 6,30% T24 -

T = tiden i timmar agarplattorna med mjolksyrabakterierna har fatt vaxa till sig innan de
placerades pa plattorna bestrukna med patogener.

| buljong
I buljongerna med supernantanten dverlevde inga bakterier oberoende pa
honungssort eller bakterieart.

Niér patogenerna fick vixa ostort utan kontakt med mjolksyrabakterier eller dess
anitbakteriella produkter, visade det sig att Manukahonungen himmade tillvixten
av MRSA jdmfort med de andra honungssorterna. Daremot var det
Manukahonungen som inhiberade E. coli minst. Raps- och ljunghonungen skiljde
sig inte avsevdrt dt (se tabell 5).

I buljongerna dir mjdlksyrabakterierna fick véxa tillsammans med patogenerna
syntes tydliga resultat pa att mjolksyrabakterierna antingen himmade tillvixten
eller dodade patogenerna. Kénsligast var S. aureus som minskade i antal, jAmfort
med E. coli som hammades (se tabell 6 och figur 2).
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Tabell 4. Antal bakterier som sitts till respektive prov.

Bakterie Antal tillsatta bakterier
Mjolksyrabakterier 5x10°
Staphylococcus aureus 5x107
Eschericia coli 5x108

Tabell 5. Antal bakterier i respektive prov efter att de vuxit ostorda i
pollenhonungbuljongen i 24 timmar.

Patogen Honungssort Antal bakterier
Staphylococcus aureus Raps 1,9x101°
Staphylococcus aureus Ljung 4,2x10°
Staphylococcus aureus Manuka 2,2x108
Eschericia coli Raps 2,4x10™
Eschericia coli Ljung 2,2x10"
Eschericia coli Manuka 2,4x10M

Tabell 6. Antal bakterier i respektive prov efter att de vuxit i
pollenhonungsbuljongen tillsammans med mj6lksyrabakterier i 24 timmar.

Patogen Honungssort Antal bakterier
Staphylococcus aureus Raps 6,4x108
Staphylococcus aureus Ljung 5,4x10°
Staphylococcus aureus Manuka 1,6x10°
Eschericia coli Raps 7,2x101°
Eschericia coli Ljung 6,6x10"°
Eschericia coli Manuka 2,1x10™M
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Figur 2. Visar hur patogenerna vixer i pollenhonungsbuljong ostort (morkgré
linje) respektive tillsammans med mjdlksyrabakterier (ljusgra linje). Figur A-C
visar S. aureus, dér ir starviardet 5x107. Figur D-F visar E.coli och dir dr
startvirdet 5x10%. Figur A och D dr rapshonung, figur B och E &r ljunghonung och
figur C och F d4r Manukahonung.
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DISKUSSION

Ursprungsplanen med inhiberingstest med brunn var att efterlikna ett tidigare
forsok som finns beskrivet i en tidigare publicerad artikel[P], dock med mindre
korrigeringar. Bland annat hade de i detta forsok inte tagit hiansyn till féroreningar
som kan finnas i honungen och vara med att paverka resultatet. Nér jag testade att
spdda honungen och odlade ut den pé agarplattor visade det sig mycket riktigt att
det fanns vixt av bakterier som funnits i honungen i sporform. Darfor
sterilfiltrerades alla honungslosningar innan de anvéndes i forsoken.

Det fanns dven flera luckor i metodbeskrivningen i den nimnda artikeln, bland
annat fanns inte agarhalten eller tjockleken pé plattorna som anvédndes angivna.
Detta ledde till att ndr brunnarna var utstansade med samma diameter som i det
tidigare forsoket fyllde den angivna volymen med prov bara halva brunnen, dérfor
dubblades provvolymen i varje brunn. Dagen efter nér resultaten ldstes av gick det
snabbt att konstatera att bakterierna inte haft mojlighet att producera
antibakteriella &mnen. Néstan alla brunnar var helt uttorkade. De otydliga och
dubbelzoner som gick att utldsa var alla ett resultat av honungens antibakteriella
effekt d& de 6verensstimde med resultaten i den ndmnda artikeln. Dér de ndmns
som inhiberande zoner. Det som var malet var att fa stora klara zoner, dar
patogenerna inte bara himmades utan dog. Klar zon syntes endast pa en av
plattorna och det var plattan med Manukahonung med den hogsta koncentrationen
honung. Detta stimmer bra dverens med publicerade arbeten dér det visat att
Manukahonung har en hog antibakteriell effekt[O].

Pa grund av det déliga resultatet beslutades att inte fortsatta med resterande
bakterier utan analysera vad som gatt fel och dtgérda det. Troligtvis har
mjolksyrabakterierna dott pd grund av uttorkning nar honungslosningen
absorberats in i agarplattan. Da det tidigare inte har beskrivits nagra forsok pa
agar plattor med brunn som inkluderar levande bakterier behdvdes en helt ny
metod. Losningen blev att gjuta plattor av honungsldsningen bade med och utan
mjolksyrabakterier. Detta genom att tillsétta 1 % agar i I0sningarna. For att kunna
gora detta behdvde honungen kokas sa att agarn 16ste upp sig. Dérfor gjordes ett
test om det gick att koka honungen utan att det paverkade dess antibakteriella
egenskaper. Det visade sig att den antibakteriella effekten inte minskade. Ur dessa
plattor stansades sedan en puck med samma dimensioner som brunnen i
agarplattan. Pucken placerades sedan i brunnen i hopp om att den skulle behalla
fuktigheten béttre sa att mjolksyrabakterierna skulle kunna dverleva. Det gjordes
dven plattor diar mjolksyrabakterierna fick ett forsprang i form av att vixa till sig
ett dygn innan de kom i kontakt med patogenerna. For att minska ned antalet
prover anvédndes bara tva sorters honung i detta forsok. Manukahonung som idag
ar mycket anvind i terapeutiska syften och dessutom en honungssort som inte
tidigare visat resultat pa att ha speciellt lakande egenskaper, ndmligen raps.

Resultaten blev inte optimala men betydligt béttre dn det tidigare forsoket. Pa
plattorna strukna med E. coli syntes bara ett fatal klara zoner jamfort med
plattorna med S. aureus dar det syntes klara zoner runt néstan varje brunn.
Gemensamt var att de storsta zonerna fanns runt brunnarna med pollen 16sning
och 6,3 % honung och dir mjolksyrabakterierna fatt ett forsprang. Detta dr ett
klart bevis pa att det &r mjolksyrabakterierna som orsakat den klara zonen inte
honungen. Vid ett tidigare forsok hade det klart visat att mjolksyrabakterierna
tillvixer béttre ndr de har tillgdng till pollen dn bara vatten och honung. Dessutom
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att de trivs bdttre om honungskoncentrationen dr lag. Darfor dr det rimligt att anta
att det dr 1 dessa plattor som det fanns flest mjolksyrabakterier och ju fler
mjolksyrabakterier ju fler antibakteriella produkter. Om det funnits mer tid &r jag
overtygad om att detta forsok gatt att utveckla sd att resultaten blivit &nnu béttre.
Puckarna hade dven hér torkat, kanske skulle agarkoncentrationen justerats for ett
bittre resultat.

Det som togs med fran foregaende forsok, infor buljongtestet, var
honungssorterna, dessutom lades ytterligare en honungssort till, ljunghonung.
Ljunghonungen skiljer sig mycket frdn de dvriga svenska honungssorterna bade i
farg och i koncistens, dédr den dr mer lik Manukahonungen. Dessutom behdlls
samma bakterier. Infor buljongtesten anvéndes bara de 16sningar som visat bést
resultat hittills ndmligen 16sningar innehéllande pollen och som har en
honungskoncentration pé 6,3 %.

Aven i artikeln gjordes ett inhiberingstest i buljong, dir olika honungstyper i olika
koncentrationer blandades med patogener. Efter 24 timmar méttes proven med en
spektrofotometer for att se om antalet bakterier 6kat eller minskat. Det som inte
tog hdnsyns till var om patogenerna hade niring nog att dverleva. Kanske var det
néringsbrist som dodade patogenerna inte honungen. Dérfor var det forsta som
gjordes infor inhiberingstestet i buljong var att kontrollera att patogenerna
overhuvudtaget kunde véxa i de olika 16sningarna som skulle anvéndas. Detta
konstaterades endast visuellt d& en mer exakt métning av bakterietillvdxten skulle
goras 1 sjdlva forsoket. I mitt forsok gick det inte att mita resultaten
spektofotometriskt dd mina prover innehéller bade patogener och
mjolksyrabakterier. Istillet gjordes hir en VC pa selektiva plattor for att avgora
antalet patogener.

I forsoket dér supernantanten frdn mjolksyrabakterierna anvindes kunde inga
patogener Overleva, detta troligen pa grund av att all néring redan forbrukats av
mjolksyrabakterierna. Det hade varit intressant att i undersdka vad som skett om
ny ndring tillsats tillsammans med patogenerna.

Néringsbrist kan dven ha varit ett problem i forsoket med E. coli tillsammans med
mjolksyrabakterierna. Med tanke pa E. colis delningstid[R] borde det efter 24
timmar finnas 1,4x10%3 men dé det 1 mitt forsok endast 6kade till 2,4x10'"! ir det
rimligt att anta att ndringen har tagit slut. D4 dven mjolksyrabakterierna tillsattes
mer dn dubblades antalet bakterier som skulle konkurera om néringen. Detta kan
ha lett till att £. coli inte forokade sig lika mycket som i kontrollprovet. Och att
det inte berodde pa mjolksyrabakteriernas antibakteriella effekter. For att detta ska
kunna avgoras med sdkerhet krdvs flera nya tester.

Det intressantaste resultatet dr forsoket dir S. aureus blandades med
mjolksyrabakterierna. Har syntes det tydligt en minskning av antalet patogener
jamfort med antalet som tillsattes. Skillnader mellan honungssorterna kan bero pé
slumpen. For att {4 ett mer korrekt resultat kan det behdvs goras fler tester dér fler
an tva kopior av varje honungssort testas.

Sammanfattningsvis gar det utefter dessa tester inte att urskilja nagra betydande
skillnader mellan de olika honungssorterna i avseende pé dess antibakteriella
effekt tillsammans med mjdlksyrabakterierna. Daremot gér det att faststélla att
mjolksyrabakterierna trivs och forokar sig betydligt béttre nir de har tillgéng till
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pollen. Aven att mjolksyrabakterietillviixten himmas vid hogre koncentrationer av
honung. Om ett nytt honungsbandage innehallande mjolksyrabakterier ska
utvecklas vore det bra for mjolksyrabakterierna om det innehdll pollen, dock visar
testerna att dven patogener trivs i pollenmedium. Detta kan innebéra att
patogenerna i saret 0kar i antal om de kommer i1 kontakt med pollen. En 16sning
kan vara att bara anvidnda de antibakteriella &@mnen som mjolksyrabakterierna
tillverkar.
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