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Streptococcus pyogenes(S.pyogenes) is one of the most active pathogen bacteria
with known virulent factors such as biofilms. These enable the bacteria to thrive
in infected areas of the human body and though patients get infected with antibi-
otic sensitive S.pyogenes strains, antibiotic treatments sometimes only work tem-

porary.[1,2]

An endogen novel bacterial flora consisting of 13 lactic acid bacteria(LAB) of the
genera Bifidobacterium and Lactobacillus, was newly identified in the crop of the
honey bee Apis mellifera, in both Sweden and the USA[3]. LAB are in general
considered to be beneficial bacterial species that are well established in the food
process industry, and are normally found in healthy individuals[4,5]. It has also
been recognized that they have a number of antibacterial properties, such as pro-
duction hydrogen peroxide, organic acids and antimicrobial peptides, which make
them highly suitable in pharmaceutical therapeutics[5,7,8].

The aim of this study was to investigate the antimicrobial characteristics of 13
lactic acid bacteria, which were recently discovered, against the human pathogen
S. pyogenes. The LAB bacteria were cultured primarily in MRS broth and the
antibacterial activities were assayed with Disc diffusion tests on MRS agar plates.
The individual LAB showed various inhibitions against three different S.pyogene
isolates. The inhibition zones that occurred on the MRS agar were measured, ta-
bles were made, and differences were analyzed and discussed. Antimicrobial ac-
tivities from the LAB bacteria were investigated by being cultured in Todd-Hewitt
(TH) broth, with the different S.pyogenes isolates, incubated for a certain amount
of time and measured in a spectrophotometer. Tables were made with the results
showing which of the antimicrobial properties were active in each of the 13 bacte-
ria. The 13 LAB were also tested against each other and their abilities to inhibit
one another were determined.

Keywords: 13 Lactic acid bacteria, Antimicrobial, Disc diffusion tests, MRS,
Spectrophotometer, S. pyogenes, Todd Hewitt
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Streptococus pyogenes(S.pyogenes) dr en av de mest frekventa humana patogener
med kdnda virulens faktorer sa som biofilmer. Dessa tillater bakterien att véxa i
infekterade omréden i minniskokroppen och dven dé patienter blivit infekterade
med antibiotika kénsliga S.pyogenes arter, har antibiotika behandlingar vissa
génger endast haft en tillféllig verkan[1,2].

En endogen bakterieflora bestdende av 13 mjolksyrabakterier tillhorande sldktena
Bifidobacterium och Lactobacillus, uppticktes nyligen i honungsmagen hos ho-
nungsbiet Apis mellifera, i bade Sverige och USA[3]. Mjolksyrabakterier i sig ar
gynnsamma organismer, som vanligtvis forekommer 1 normalfloran hos friska
individer, och har en viletablerad roll inom livsmedelsindustrin[4,5]. Det ar 4ven
ként att de har en del antimikrobiella egenskaper sd som produktion av, vitepe-
roxid, organiska syror och antimikrobiella peptider, vilka gor de synnerligen pas-
sande for farmaceutiska behandlingar[5,7,8].

Syftet med studien var att undersdka de antimikrobiella egenskaperna hos 13
mjolksyrabakterier, som nyligen uppticktes, mot den humana patogenen S. pyo-
genes. Mjolksyrabakterierna odlades primért ut i MRS buljonger och antibakteri-
ella egenskaper undersoktes med diskdiffusions test p4 MRS agar plattor. De in-
dividuella mjolksyrabakterierna visade olika inhibitioner mot de tre olika
S.pyogenes isolat. Inhibitions zonerna som uppstod, pd MRS agar plattor, maéttes,
tabeller gjordes och skillnader analyserades och diskuterades. Antimikrobiella
egenskaper hos mjolksyrabakterierna undersoktes genom att bakterierna odlades
ut i Todd-Hewitt(TH) buljonger, med tillsatts av de olika S.pyogenes isolat, inku-
berades under en viss tid och mittes med spektrofotometer. Tabeller gjordes med
resultat som visade vilka av de antimikrobiella egenskaperna som var aktiva i var
och en av de 13 bakterierna. Mjolksyrabakterierna testades d&ven mot varandra och
deras formaga att inhibera varandra determinerades.

Nyckelord: 13 Mjolksyrabakterier, Antimikrobiell, Diskdiffusions test, MRS,
Spektrofotometer, S. pyogenes Todd Hewitt
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INLEDNING

Bakgrund

Streptococcus pyogenes(S.pyogenes) ér en av de mest frekventa humana patoge-
ner inom den kliniska vdrlden. Bakterien kan kolonisera luftvdgarna hos friska
individer utan nagra pavisande symtom. I de fall dr immunsupprimation(sankt
immunforsvar) sker kan infektioner uppstd och en av de vanligaste sjukdomarna
som S.pyogenes orsakar dr svalginflammation. Bland andra mindre vanliga infekt-
ioner ingar Scharlakansfeber, Impetigo(svinkoppor), atopisk dermatit
(astmaeksem) osv. Bakterien i sig har en sfarisk form och bildar par eller korta
kedjor i kliniska isolat. Storleken pa bakterierna stracker sig frdn 1-2 um i diame-
ter och vid tillvaxt i vitskemedium bildar den langa kedjor. Den optimala tillvax-
ten av S.pyogenes fas i berikat farblodsagar(odlingsmedium for bakterier) och en
anaerob inkubation pa 24 timmar i detta medium, ger vita kolonier, i storleken]-
2mm, med stora B-hemolyser(fullstindig lysering av blodceller) kring kolonier-
na[l].

Det ar sedan tidigare ként att biofilmer(kluster av bakterier som bildar en skyd-
dande yta), som S.pyogenes bildar, ér en viktig virulens faktor inom sjukdomar sa
som atopisk dermatit, impetigo(svinkoppor) och svalginfektioner. De antimikro-
biella biofilmerna som har en komplex struktur, utvecklas pa abiotiska(icke le-
vande) ytor sa som, glas, mineraler, metall och plast, men &ven pé bio-
tiska(levande) ytor sa som ménniskor djur och véxter. Huvudsakligen associeras
biofilmer med aterkommande och kroniska streptokock infektioner. Vilket inne-
bér att antibiotika behandlingar som getts till dessa patienter bara haft en tillfallig
verkan, dven i de fall dir patienter varit infekterade med antibiotika kdnsliga
S.pyogenes arter. Detta tyder pé att S.pyogenes anvénder biofilm som en barridr
och forsvarar sig mot antimikrobiella egenskaper, som virden besitter eller ges.
Att fler streptokocker anammar denna virulens faktor har férddande konsekvenser
de génger da patienter behandlas med antibiotika och behandlingen ej funge-
rar[2,1].

En endogen bakterieflora bestdende av 13 mjolksyrabakterier upptiacktes nyligen,
1 honungsmagen hos honungsbiet Apis mellifera, i bade Sverige och USA. Vid
upptickten avsldjades dven att mjolksyrabakterierna och honungsbina har ett 6m-
sesidigt beroende av varandra. Mj6lksyrabakterierna far ett naringsrikt utrymme
dér de kan véxa, samtidigt som honungsbiet och honungen i sin tur fér ett skydd
mot patogener. [3] Honungsbiet har genom tiderna avgjort en viktig roll inom
ménniskans vilférd, inte enbart genom att producera honung, utan dven genom
pollinering av matproducerande véxter[4]. De 13 mjolksyrabakterierna, som upp-
tacktes 1 biet, ingdr i de tva sldktena Bifidobacterium och Lactobacillus. Bma5,
Hma8, Biut2, Hma2, Hmall, Hon2, Bin4, Fhon2 och Fhon13 4r bakterier som
ingar 1 slaktet Lactobacillus medan Bma6, Bin7, Hma3 och Bin2 ingar i sldktet
Bifidobacterium.[3,5]

Mjolksyrabakterier i sig dr gynnsamma organismer som vanligtvis forekommer i
symbios i normalfloran (i magtarmkanaler och urogenitala omréden) hos friska
individer. I den kommersiella sektorn har anvindandet av bakterierna med tiden
okat och lett till en viletablerad roll inom livsmedelsindustrin, ddr de numera an-
véinds 1 mjolkprodukter savél som i probiotika(kultur av goda levande bakte-
rier).[4,5,6] Att dessa bakterier dr goda alternativ inom de ovan nimnda omradena
beror framst pa deras egenskaper att fermentera olika sockerarter till mjolksyra.
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Mjolksyran sédnker pH-vérdet, i organismer och livsmedel, till den mén att kon-
kurrerande patogener ej klarar sig [6,7]. De antimikrobiella egenskaperna som
mjolksyrabakterier dven dr kdnda for att besitta sd som antimikrobiella peptider,
véteperoxid och vissa organiska syror, bekdmpar patogener ytterligare.[5,7,8]. Att
mjolksyrabakterierna innehaller dessa egenskaper, samt det hastiga framtradandet
av antibiotika resistenta bakterie arter, driver fram viljan att undersoka alternativa
behandlingar mot bakteriella infektioner, s& som de orsakade av S.pyogenes.[9]

Syfte

Syftet med det hér projektet var dérfor att undersoka de antimikrobiella egenskap-
erna som de 13 nyupptéckta mjolksyrabakterierna har, mot den humana patogenen
S.pyogenes. Detta gjordes via diskdiffusionsmetoder samt via odlingar i Todd-
Hewitt(TH) buljonger.[2,5]

Vid diskdiffusionsmetoden anvindes tva inkubationstider, 6h och 17h, som utgick
ifrén tva faser i mjolksyrabakteriernas tillvixtkurva. Vid 6h befinner sig mjolksy-
rabakterierna i logfasen som &r en tillvéxtfas och vid 17 h befinner sig bakterierna
1 en stationérfas, dvs dér tillvixten har avstannat(Opublicerat material).  Miss-
tanken fanns att mjolksyrabakterierna producerade, de olika

inhiberings egenskaperna vid olika tillfdllen samt att det fanns en skillnad i
inhiberings méngden, i de tvé faserna i den bakteriella tillvaxtkurvan.

Vid odlingarna neutraliserades de organiska syrorna, viteperoxiden och de anti-
mikrobiella peptiderna i olika omgéngar och inkuberades. Tillvixten
kontrollerades 1 stationdrfas i TH buljong med spektrofotometer.[7,8,9]

I projektet undersoktes dven eventuell formaga, hos de 13 mjdlksyrabakterierna,
att inhibera varandra med diskdiffusionsmetod.

MATERIAL OCH METOD

Material

Mjélksyrabakterier

De 13 mjolksyrabakterierna som anvéndes i forsoken tillhor slaktena, Lactobacil-
lus och Bifidobacterium och kommer ifrdn bi magen hos honungsbiet Apis melli-
fera(Sverige).

S. pyogenes isolat

Tre rena S.pyogenes isolat anvindes i undersdkningen och fick heta 831, 809 och
622. Isolaten kom ifran avdelningen 6vre luftvigar pad Lunds sjukhus och gavs ut
utan patient uppgifter.

MRS buljong
MRS(Oxoid), D-fructose(Sigma Aldrich), L-cysteine(Sigma Aldrich) och vatten,
var bestdndsdelarna som ingick i buljongen.

MRS plattor
For MRS medium anvindes MRS(Oxoid), D-fructose(Sigma Aldrich), L-
cysteine(Sigma Aldrich), agar(Oxoid) och vatten.

Todd-Hewitt buljong
TH buljong bestod av TH(Oxoid), D-fructose(Sigma Aldrich), L-cysteine(Sigma
Aldrich) och vatten.



Metod

Tillverkning av MRS buljong

MRS buljonger gjordes och anvéndes for odling av mjolksyrabakterier. For 100
ml MRS buljong, anvéndes 5,3g MRS(Oxoid), 2g D-fructose(Sigma Aldrich),
0,1g L-cysteine(Sigma Aldrich) och 100 ml vatten. MRS buljongen autoklavera-
des 1 120° C i 20 min och forvarades i kyl.

Odling av Mjélksyrabakterier i MRS buljong

Mjolksyrabakterierna odlades ut i MRS buljonger for tillvaxt, dér S50ul av respek-
tive gdende* mjolksyrabakterie och 1000ul av MRS buljong tillsattes i varje
eppendorfror. Vilket resulterade i 13 eppendorfror, med en slutvolym pa 1050l i
varje ror, innehallandes var sin bakterie. Bakterierna placerades i inkubat-
ion(Termaks, AB Ninolab) i 35°C dér de fick véxa en viss tid till en 6nskad fas i
sin tillvixt. Efter tre dygn i samma MRS buljonger, sattes bakterierna om till nya
ror och buljonger, for att kunna fortsétta vixa och inte do ut. Detta gjordes stén-
digt for att halla bakterierna gadende och vid liv.

Tillverkning av MRS plattor

For inhiberings undersokningar av mjolksyrabakterierna gentemot varandra och
gentemot S.pyogenes, gjordes MRS plattor. For 100 ml MRS medium anvéndes
5,3g MRS(Oxoid), 2g D-fructose(Sigma Aldrich), 0,1g L-cysteine(Sigma
Aldrich), 1g agar(Oxoid) och 100 ml vatten. Losningen autoklavera-
des(CertoClav, VWR) sedan i 120° C i 20 min. I varje petriskal hilldes ungefar
10-15 ml av det fardiga mediet och lamnades for att stelna. Plattorna forvarades i
ett kylrum.

Odling av S.pyogenes isolat

S.pyogenes isolaten(622,831 och 809) i undersokningen odlades ut pa farblods
agar plattor for optimal tillvixt och identifiering. Isolaten sattes ut till tertiéirut-
stryk pa plattorna for att fa tillrackligt med material, samt for att se att de enstaka
kolonierna sag bra ut.

En koloni av varje isolat sattes till dubbla uppséttningar plattor och inkuberades 1
anaerob miljo 1 24 h. Fardigvéaxta isolat forvarades i kyl, for att avstanna vixt och
efterhand som det behdvdes, sattes isolaten om till nya plattor. [1]

Undersokning av mjolksyrabakteriers inhibering gentemot varandra

I denna undersokning sattes de 13 nyupptédckta mjolksyrabakterierna mot varandra
pa MRS plattor. MRS plattorna forberedes infér undersékningen genom att place-
ras 1 inkubation i 10 min, for att eliminera eventuell fukt som kunde ha bildats
under forvaringstiden i kylrummet. Omradet dér plattorna placerades pé i inkuba-
torn, torkades av med sprit och plattorna lades med locket nedat i en halvoppen
position. En bakterie, utav de 13 befintliga valdes ut, exempelvis Fhon13 och
stroks tétt ut pA en MRS-platta med en steril bomullspinne, som vid en resistens-
bestimning. Pa plattan placerades sedan tre smé filterpapper diskar, med avstand
ifran varandra och 10 pl av tre andra mjolksyrabakterier tillsattes pa diskarna, som
pa Bildl. Plattorna placerades i rumstemperatur i 15-30 min. Bakterierna kunde
dé diffundera in i diskarna och i plattan. Nér alla de 12 andra bakterierna sattes pé
diskar mot Fhon2, resulterade det i 4 MRS plattor. En kontroll sattes dven pé en
MRS platta, detta innebar att Fhon2 bakterien stroks ut pa plattan, utan nagra dis-
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kar. Alla 5 plattor sattes i anaeroba klockor(Oxoid), med anaeroba pésar(Oxoid)
och inkuberades i 17h 1 35°C. Samma forsok gjordes med bakterierna pd andra
plattor, dér de istédllet inkuberades 1 6h 1 35°C. Forsoket gjordes pa samtliga 13
bakterier, vilket resulterade i1 52 plattor for en inkubationsomgang. Efter inkubat-
ionerna undersoktes plattorna efter potentiella inhiberingszoner samt s& kontrolle-
rades véxt pa kontrollplattor.

Bildl. Visar principen pd hur de 13 mjdlksyrabakterierna sattes pA MRS pattor for
att undersoka eventuell inhibition mot varandra. Samma princip anvindes for alla
13 bakterier.

Inhiberingsundersokning av mjolksyrabakterier mot S.pyogenes

I detta forsok undersoktes inhiberingen av de 13 mjolksyrabakterierna mot tre
olika isolat av S.pyogenes (622,809,831), med diskdiffusions metoden. MRS plat-
torna forberedes infor undersdkningen genom att placeras i inkubation i 10 min,
for att eliminera eventuell fukt som kunde ha bildats under férvaringstiden i kyl-
rummet. Omradet dér plattorna placerades pa i inkubatorn, torkades av med sprit
och plattorna lades med locket nedét i en halvéppen position. P4 en MRS platta
placerades tre diskar och pa varje disk placerades de olika mjolksyrabakterierna.
Detta gjordes med samtliga bakterier vilket resulterade i 5 plattor for alla 13
mjolksyrabakterier. 10ul av respektive bakterie placerades péd diskarna och vilken
bakterie som placerades var markerades, samt vilket av isolaten som skulle tillsét-
tas. Samtliga mjolksyrabakterier sattes till samtliga isolat, vilket resulterade i 15
plattor for en inkubationstid. Alla plattorna sattes i anaeroba klockor, med anae-
roba pasar och inkuberades i 17h 1 35°C. Samma forsok gjordes med bakterierna
dér de istéllet inkuberades i 6h 1 35°C.

For att kunna tillféra S.pyogenes isolat till inhiberings undersokningar tillverkades
Todd-Hewitt mjukagar. For 6 plattor behovdes en totalvolym pd 40 ml av mjuka-
garn och innehallet bestod av 0,32g agar, 1,2g Todd-Hewitt i och 40 ml sterilt
destillerat vatten. Losningen autoklaverades i 120° C 1 20 min. Mjukagarn tillfor-
des av den anledningen att, S.pyogenes isolaten inte ville vixa pd MRS, utan de
kraver TH(Forsok utfordes).

S.pyogenes isolat forbereddes genom att 20 kolonier av respektive isolat plocka-
des upp med en plastinds och lostes upp i tre eppendorfror innehéllandes 600l
PBS var. Hur manga kolonier som plockades upp berodde pa koloniernas storlek,
vid mindre kolonier plockades fler upp och vid storre kolonier plockades farre
upp. Absorbansen mittes vid 600nm med spektrofotometer(Thermo Spectronic,
Thermo scientific) i losningarna genom att 300ul av respektive S. pyogenes



16sning, sdgs upp med pipett och spaddes i 1000ul PBS i kyvetter. Detta gjordes
av den anledningen for att se att en ungefarlig koncentration ficks pé alla
S.pyogenes isolat, till alla forsok. De resterande 300ul som var kvar i varje
eppendorfror, tillsattes till TH-mjukagar, d4 mjukagarn hade sjunkit till tempera-
turer pd 42 ° C. Att just denna temperatur anvindes var fOr att bakterierna inte
klarar sig 1 hogre temperaturer utan att do ut. Men samtidigt fick inte temperaturen
sjunka under 40°C for da borjade mjukagarn stelna. Dérfor placerades flaskor med
TH

mjukagar som ej anvdndes med detsamma, 1 inkubatorer med en temperatur pa
50°C, for varmebevaring. Efter tillsatsen av S.pyogenes isolat, hélldes ungefér 4- 7
ml av TH- mjukagar till varje MRS platta med inkuberade mjolksyrabakterier.
Plattorna ldmnades att sta i 15-20 minuter s att mjukagarn kunde stelna. Samt sa
gjordes kontroller for varje S.pyogenes isolat. Kontrollerna bestod av MRS-plattor
utan mjolksyrabakterier och TH-mjukagar hilldes 6ver plattorna innehallandes
isolat. Detta resulterade i 15 plattor totalt(4 MRS plattor med 13 mj6lksyrabakte-
rier/ isolat, samt 3 kontroller med S.pyogenes isolat endast). Alla plattorna sattes i
anaeroba klockor, med anaeroba pésar och inkuberades i 2 dygn i 35°C. Efter
denna tid kontrollerades véxten av S.pyogenes isolaten pé kontrollplattorna och
forsoksplattorna. Uppstadda inhibitions zoner méttes med linjal frén den ena 4n-
den till den andra och i vissa fall méttes bara halva zoner. Allt berodde pé hur
bakterierna vixt pd plattan, om de exempelvis hade kladdat och inte hela zonen
gick att lasa. Resultaten noterades och tabeller gjordes.

Tillverkning av Todd-Hewitt buljong

TH buljonger gjordes och anvindes for odling av bade mjolksyrabakterier och
S.pyogenes, da bada bakteriearter kunde vixa dér. For 100 ml TH buljong anvén-
des 5,3g TH(Oxoid), 2g D-fructose(Sigma Aldrich), 0,1g L-cysteine(Sigma
Aldrich) och 100 ml vatten. Buljongerna autoklaverades i 120° C i 20 min och
forvarades i kyl.

Odling av S.pyogenes isolat och mjélksyrabakterier i Todd-Hewitt buljong
De 13 mjdlksyrabakterierna odlades ut till Todd- Hewitt buljonger for undersok-
ningar av inhiberingsegenskaper mot de tre S.pyogenes isolaten. 50ul av respek-
tive mjolksyrabakterie och Sml av Todd-Hewitt buljong tillsattes i 13 olika od-
lingsror. Detta resulterade i 13 odlingsrdr, med en slutvolym péd 5050 pl i varje
ror, innehéllandes varsin mjolksyrabakterie. Dubbel uppséttning gjordes och bak-
terierna inkuberades, i 3 dygn, anaerobt i 35°C, till en stationér fas.

S.pyogenes isolaten fran farblodsagar, odlades dven ut i TH buljonger, da bakteri-
erna vixer bra dér. 30-40 kolonier plockades upp av varje isolat, vilket motsvarar
ungefdr en fylld 6gla med en vit plastinds, och 16stes upp i respektive odlingsror
med TH buljong. De tre odlingsroren inkuberades i 3 dygn, anaerobt i 35°C.
Absorbansen pa S.pyogenes bakterierna i TH buljongen mittes i 600 nm for att fa
en uppfattning om bakteriernas koncentration i buljongen.

Undersokning av inhiberingsegenskaper hos mjolksyrabakterier mot
S.pyogenes isolat

Mjolksyrabakterierna och S.pyogenes bakterierna plockades ut ur inkubatorerna.
De 26 roren med mjolksyrabakterierna centrifugerades i en hastighet pa 3000rpm
1 30 min, tills tydliga pelletar med bakterier ficks i1 botten av roren. I supernatan-
terna som uppstod hamnade dé de inhiberande egenskaperna som undersoktes. |
den ena uppsittningen med de 13 roren, s6gs supernatanterna upp och varje ror
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som inneholl Sml, delades upp till 3 eppendorfror, dvs 1400ul tillsattes i varje ror.
Det blev 3 eppendorfror for varje mjolksyrabakterie, vilket resulterade i 39
eppendorfror. Dessa anvindes som kontroller 1 undersdkningen da pH-vérdet ej
var justerat. I den andra uppsittningen av de 13 centrifugerade mj6lksyrabakteri-
erna justerades ph-virdet pa supernatanterna till 6,5 med 1M NaOH, med pH-
meter(Crison GLP 21). Detta gjorde att de organiska syrorna som bakterierna
eventuellt bildar, neutraliserades.[7,8,10] 5 ml supernatant fran varje bakterie de-
lades upp pé samma sitt som i kontrollerna och det blev 1400ul i varje eppendor-
fror. Sammanlagt blev det 78 eppendorfror och i alla tillsattes 50ul av de
S.pyogenes bakterierna som vaxt i TH buljong. Isolat 622 sattes till 13 kontrollror
och 13 unders6knings ror, samma sak gjordes med isolat 831 och 809. Proverna
och kontrollerna sattes i eppendorfror enligt bilaga 1, Tabell 1. Alla eppendorfro-
ren inkuberades i 3 dygn, anaerobt i 35°C. Efter inkubationen plockades bakteri-
erna i eppendorfroren ut och absorbansen mittes i 600nm med en spektrofotome-
ter. Resultaten noterades och tabeller gjordes.

Absorbanserna mittes dven pd S.pyogenes isolaten som odlades i TH buljonger,
dessa kan ses 1 bilaga 1, Tabell 2. Detta gjordes for att veta den ungefarliga kon-
centrationen pa isolaten som tillsattes till mjolksyrabakteriernas supernatanter.
Dessa absorbansvérden kunde sedan jimforas med de som senare ficks i delforsok
2. Mitningarna av isolaten gjordes for att forsta skillnader som kunde uppkomma
senare 1 resultaten mellan delforsok 1 och 2.

I den andra delen av forsoket fortsatte undersdkningen av mjolksyrabakteriernas
inhiberande egenskaper. Men hir anvindes kontroller med supernatanter med ett
justerat pH. Medan katalas tillsattes for att bryta ned viteperoxidas och proteinase
K tillsattes for att bryta proteiner och peptider.[7,5] De pelletarna som uppstod vid
centrifugeringen i foregdende forsok 16stes upp 1 TH buljong. 5 ml av buljongen
tillsattes 1 varje odlingsror och de 26 roren(tva uppséttningar) inkuberades pé nytt
i 3 dygn, anaerobt i 35°C. Aven de tre S.pyogenes isolaten sattes om i ny TH bul-
jong och inkuberades i samma tid och miljo. Dérefter centrifugerades réren med
mjolksyrabakterier i 3000rpm i 30 minuter och pH-vérdet justerades till 6,5 pa
alla supernatanter i bada uppséttningar av mjolksyrabakterierna. Den ena uppsitt-
ningen anvédndes som kontroll och bestod av pH-justerade supernatanter med 50ul
av s.pyogenes(i TH buljong) isolat i eppendorfror. Varje isolat sattes till 13
eppendorfror var, med mjolksyrabakteriernas pH justerade supernatanter i. Detta
resulterade i1 39 kontroll eppendorfsror. I den andra uppséttningen med mjolksyra-
bakteriernas supernatanter, tillsattes katalas och Proteinase K i ett schema enligt
Bilaga 1,Tabell 3. Méngden katalas(Sigma Aldrich), 1mg/l, som tillsattes var 2ul
och mingden Proteinase K(Sigma Aldrich), 20mg/1, som tillsattes var 1pl. Antalet
eppendorfror med tillsatt Proteinase K och Katalas var 39. Alla 78 eppendorfror
med prover och kontroller sattes i inkubator i 3 dygn 1 35° C, anaerobt. Efter inku-
bationen var fardig méttes absorbansen i 600nm pa alla prover och kontroller.
Resultat noterades och tabeller gjordes.

Absorbanserna mittes dven pd S.pyogenes isolaten som odlades i TH buljonger,
dessa kan ses 1 bilaga 1, Tabell 4. Detta gjordes for att veta den ungefarliga kon-
centrationen pa isolaten som tillsattes till mjolksyrabakteriernas supernatanter.
Dessa absorbansvérden kunde sedan jimforas med de som senare ficks i delforsok
2. Mitningarna av isolaten gjordes for att forsta skillnader som kunde uppkomma
senare 1 resultaten mellan delforsok 1 och 2.
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RESULTAT

Undersokning av mjolksyrabakteriers inhibering gentemot varandra

I denna undersokning sattes de 13 nyupptédckta mjolksyrabakterierna mot varandra
pa MRS plattor och inkuberades i 6h respektive 12 h. D4 plattorna kontrollerades
hittades inga inhibitions zoner dvs, bakterierna inhiberade inte varandra dverhu-
vudtaget.

Inhiberingsundersokning av mjolksyrabakterier mot S.pyogenes

For att kontrollera inhiberingen av de 13 mjolksyrabakterierna mot de olika
S.pyogenes isolaten anviandes diskdiffussionsmetoder. Plattor med mjolksyrabak-
terier pé filterpapper diskar, inkuberades i 17h och mjukagar med de olika isolaten
i tillsattes. Samma procedur utfordes pé plattor som inkuberades i 6h. Plattorna
inkuberades 1 2dygn till, efter tillsatt mjukagar och eventuella inhibitions zoner
mittes sedan. I tabell 3 kunde inhibitonszoner noteras mot isolat 831. Alla mjo6lk-
syrabakterier inhiberade isolatet vid en primir inkubation pa 17h, dvs. d& mjolk-
syrabakterierna befann sig i en stationér fas. Medan d4 mjolksyrabakterierna in-
kuberades i 6h och befann sig i log fasen, inhiberade Hma2, Biut2 och Hon2 ¢j
isolat 831.

Tabell 3.1 tabellen redovisas de olika mjdlksyrabakteriernas inhiberings resultat
fran diskdiffusionsmetoder, mot S.pyogenes isolat 831, vid inkubations tiderna 6
och 17 h. Vid béde 6h och 17h sammanfordes resultaten av 4 forsok pa varje bak-
terie 1 varje inkubationstid, till medelvérden som presenteras nedan.

Mjolksyrabakteriernas inhiberingsresultat mot S.pyogenes isolat 831
Mjolksyrabakterier | Inhibering i(mm) efter | Inhibering i (mm) efter
6h 17h
Hma3 14 27
Bmab 15 21
Bin2 11 23
Hma8 18 23
Fhon2 19 28
Fhonl3 14 42
Bma5 13 25
Hma2 Ingen inhibering 33
Biut2 Ingen inhibering 27
Hmall 13 12
Bin4 16 14
Hon2 Ingen inhibering 24
Bin7 14 17

Tabell 4 visar respektive mjolksyrabakteriers medelvédrden pa inhibitonszoner,
mot S.pyogenes isolat 809. Diskdiffussionsmetoder anvindes dven hdr. De flesta
mjolksyrabakterier inhiberade isolat 809 vid en primér inkubation pa 6h. Men
Bma5, Bin4 och Hon2 visade inga zoner. P4 17h inkubationstid hade dven de
flesta mjolksyrabakterier inhiberat isolat 809. Men dven hér fanns det tre av de
alla 13 bakterier som inte gav inhibitionszoner och dessa var Biut2, Bin4 och
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Bin7. Bin 4 var den bakterie som inte gav ndgra zoner i isolat 809 6verhuvudtaget,
vid bada inkubationstider.

Tabell 4. 1 tabellen redovisas de olika mjdlksyrabakteriernas inhiberings resultat
fran diskdiffusionsmetoder, mot S.pyogenes isolat 809, vid inkubations tiderna 6
och 17 h. Vid béde 6h och 17h sammanfordes resultaten av 4 forsok pa varje bak-
terie 1 varje inkubationstid, till medelvdrden som presenteras nedan.

Mjolksyrabakteriernas inhiberingsresultat mot S.pyogenes isolat 809

Mjolksyrabakterier | Inhibering (mm) efter 6h | Inhibering (mm) efter
17h

Hma3 11 16

Bmab6 25 16

Bin2 13 17

Hma8 21 20

Fhon2 20 26

Fhonl3 16 24

Bma$5 Ingen inhibering 17

Hma?2 14 21

Biut2 11 Ingen inhibering

Hmall 14 19

Bin4 Ingen inhibering Ingen inhibering

Hon2 Ingen inhibering 18

Bin7 14 Ingen inhibering

Tabell 5 visar respektive mjolksyrabakteriers medelvédrden av inhibitonszoner,
mot S.pyogenes isolat 622. Diskdiffussionsmetoder anvindes dven hdr. De flesta
mjolksyrabakterier inhiberade isolat 622 vid en primér inkubation pa 6h. Men
Hma2,Biut2 och Bin4 visade inga zoner. P4 17h inkubationstid hade alla mj6lksy-
rabakterier inhiberat isolat 622.

Tabell 5.1 tabellen redovisas de olika mjdlksyrabakteriernas inhiberings resultat
fran diskdiffusionsmetoder, mot S.pyogenes isolat 622, vid inkubations tiderna 6
och 17 h. Vid béde 6h och 17h sammanfordes resultaten av 4 forsok pa varje bak-
terie 1 varje inkubationstid, till medelvdrden som presenteras nedan.

Mjolksyrabakteriernas inhiberingsresultat mot S.pyogenes isolat 622
Mjolksyrabakterier | Inhibering i (mm) efter | Inhibering i (mm)efter
6h 17h

Hma3 13 21

Bmab6 16 26

Bin2 15 19

Hma8 19 25

Fhon2 17 31

Fhonl3 13 27

Bma5 11 21

Hma?2 Ingen inhibering 19

Biut2 Ingen inhibering 22

Hmall 13 22

Bin4 Ingen inhibering 18

Hon2 12 27
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Undersokning av inhiberingsegenskaper hos mjolksyrabakterier mot
S.pyogenes isolat

I forsoket kontrollerades mjdlksyrabakteriernas potentiella inhiberingsegenskaper
mot de olika S.pyogenes isolaten. Genom att justera pH-vérdet till 6,5(neutralisera
det sura pH-vérdet), tillsétta katalas(bryter ned véteperoxid) och Proteinase
K(bryter ned mikrobiella peptider och proteiner) i olika omgangar kunde det av-
goras vilka av de tre antimikrobiella egenskaperna som var aktiva i respektive
mjolksyrabakterier. Mjolksyrabakteriernas supernatanter inkuberades i 2 dygn
med S.pyogenes isolaten, sa att de hamnade i en stationér fas. Kontroller och prov
mittes sedan i spektrofotometer i 600nm och absorbanser noterades.[2,7,5]

Delforsék 1

I tabell 6 finns resultaten pa pH-justerade bakterier samt deras kontroller, med
tillsatta S.pyogenes isolat. D4 isolat 622 tillsattes och pH justerades forlorade
vissa mjOlksyrabakterier sina inhiberingsegenskaper, medan andra fortfarande
kunde inhibera. Hos de bakterier som forlorade sina inhiberingsegenskaper da pH-
vérdet justerades, 6kade tillvéixten av isolat 622 mer i provet @n i kontrollen. Ex-
empelvis s& hade isolat 622 6kat i Bma6 supernatanten d& pH-vérdet justerats.
Fler bakterier som forlorade delar av sina inhiberingsegenskaper vid justeringen
var Hma8, Bin4, Hmall, Hma2, Biut2 och Bin7. Bin4, Hmall och Hma2. Dessa
var mer beroende av ett 1agt pH for sin inhibering &n vad de andra mjolksyrabak-
terierna var. Resten av bakterierna visade inga tecken pd att ha forlorat inhibe-
ringsegenskaperna. Vid undersokningarna med isolat 831 var det annorlunda re-
sultat som noterades. Bma6,Hmag, Bin4, Fhon13, Hmall, Hon2, Hma3, Bin7 och
Bma5 ir alla bakterier vars inhiberande egenskaper paverkades mer eller mindre
av att pH-virdet justerades. I undersokningen med det slutliga isolatet 809, som
dven mjolksyrabakterierna testades mot, var det 9 bakterier som i6gonfallande
paverkades av pH justeringen. Dessa var Bma6, Hma8, Bin4, Fhon13, Fhon2,
Hmall, Hma3, Bin7och Bma5. Resten av S.pyogenes bakterierna hade inte 6kat
namnvart.
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Tabell 6. 1 tabellen redovisas resultaten av pH-justeringsforsoket, som méttes med
spektrofotometer, i absorbansvirden. Tre olika S.pyogenes isolat tillsattes, till
respektive kontroller, som ej hade pH justerade supernatanter. Proven ddremot
inneholl mjolksyrabakteriers pH-justerade supernatanter. Alla ror inkuberades i 2
dygn med S.pyogenes isolaten och absorbansen pa dem mdttes.

Resultat av pH-justering av mjolksyrabakterier mot S.pyogenes isolat

Mjolk- Absorbans | Absorbans | Absorbans | Absorbans | Absorbans | Absorbans
syra- pa noll- pa prov pa noll- pa prov pa noll- pa prov
bakterier | prov isolat | med juste- | prov isolat | med juste- | prov isolat | med juste-

622 rat pH iso- | 831 rat pH 809 rat pH

lat 622 isolat 831 isolat 809

Bin2 1,807 1,480 1,463 1,580 1,706 1,372
Bma6 0,178 0,482 0,194 0,532 0,190 0,793
Hma8 0,191 0,367 0,223 0,481 0,192 0,386
Bin4 0,187 0,558 0,184 0,595 0,185 0,935
Fhonl3 0,272 0,291 0,259 0,540 0,273 0,844
Fhon2 0,160 0,167 0,169 0,176 0,163 0,253
Hmall 0,163 0,569 0,191 0,812 0,167 1,159
Hma2 1,163 1,524 1,092 1,085 1,204 1,129
Biut2 0,376 1,189 0,147 1,240 0,847 1,242
Hon2 1,251 0,623 1,123 0,919 1,226 1,256
Hma3 0,126 0,260 0,232 0,462 0,162 0,345
Bin7 0,220 0,450 0,241 0,563 0,221 0,435
Bma5 0,927 0,349 0,246 0,712 0,202 0,451
Delférsék 2

I det andra delforsoket kontrollerades mjolksyrabakteriernas andra potentiella
inhiberingsegenskaper mot de olika S.pyogenes isolaten, ndmligen produktionen
av viteperoxid och antimikrobiella proteiner och peptider. For att se huruvida
inhiberingsegenskaperna paverkades vid tillsatsen av katalas och Proteinase K,
miéttes absorbansen pé kontroller och prov. Kontrollerna inneh6ll pH-justerade
supernatanter med respektive S.pyogenes isolat. Proven ddremot innehdll pH ju-
sterade supernatanter, isolat samt, antingen Proteinase K eller katalas. I Hma2,
Bma5,Hmall, Hma8 och Biut2 supernatanterna, tillsattes katalas..Medan i resten
tillsattes Proteinase K. Samma procedur utférdes med alla S.pyogenes isolat. Bade
kontroller och prov inkuberades sedan i 2 dygn. I tabell 7a presenterades resulta-
ten och de inhiberande egenskaperna av mjolksyrabakterierna mot isolat 622. Vid
katalas tillsatsen paverkades isolatet i Hma2, Hmal1,Hma8 och Biut2 pa si sétt
att absorbans vérdet 6kade i proven jamfort med kontrollerna. Likasa tolkas det att
Bma6 och Hon2 paverkades vid tillsatsen av ProteinaseK da absorbans vérdena
dven hér, okade 1 jamforelse med respektive kontroller. I tabell 7b utférdes samma
moment som i tabell 7a men istdllet anvéndes isolat 831 samt sa noterades andra
resultat. Vid katalas tillsatsen paverkades isolaten i samma mjdlksyrabakterier
som i tabell 7a. Men vid Proteinase K tillsatsen ddremot paverkades isolaten i fler
mjolksyrabakteriers supernatanter. Tydliga och mindre tydliga absorbans 6kningar
sdgs 1 proven jamfort med kontrollerna. I Bin2, Bma6, Fhon13, Fhon2, Hma3,
Bin7, Hma2, Hmal 1, Hma8 och Biut2 6kade isolatens tillvaxt till en viss del, vid
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tillsatsen. I tabell 7c paverkades isolat 809 av samma mj6lksyrabakterier som i de
tvd foregdende tabellerna, vid katalas tillsatsen. Alla isolat paverkades av samma
fyra mjolksyrabakterier och dessa har tidigare, med andra metoder, pavisats pro-
ducera viteperoxid(Opublicerat resultat) Medan Proteinase K inte paverkade inhi-
beringsegenskaperna i supernatanterna hos ndgon mjolksyrabakterie och inga
ndmnvérda skillnader fanns mellan kontroller och prov.

Tabell 7a. 1 tabellen redovisas resultaten av huruvida mjolksyrabakteriers inhibe-
ringsegenskaper paverkas vid tillsatsen av proteinase K och Katalas. Bdde kon-
trollerna och proverna hade supernatanter med justerat pH. Men kontrollerna sak-
nade tillsatts av katalas och Proteinase K. Isolat 622 tillsattes, alla ror inkuberades
12 dygn och resultaten redovisades i form av absorbansviarden.

Undersokning av inhiberingsegenskaper vid tillsatts av
Proteinase K och Katalas, isolat 622
Mjolksyrabakterier | Kontroll | Katalas Proteinase K

tillsatt tillsatt
Bin2 0,309 0,395
Bmab 0,193 0,312
Hma8 0,381 1,258
Bin4 0,177 0,140
Fhonl3 0,419 0,372
Fhon2 0,403 0,416
Hmall 0,468 1,231
Hma2 0,218 1,241
Biut2 0,326 1,222
Hon2 0,184 0,309
Hma3 0,414 0,420
Bin7 0,431 0,428
Bma5 0,207 0,198

15



Tabell 7b. 1 tabellen redovisas resultaten av huruvida mjolksyrabakteriers inhibe-
ringsegenskaper paverkas vid tillsatsen av proteinase K och Katalas. Bdde kon-
trollerna och proverna hade supernatanter med justerat pH. Men kontrollerna sak-
nade tillsatts av katalas och Proteinase K. Isolat 831 tillsattes, alla ror inkuberades

12 dygn och resultaten redovisades i form av absorbansvéarden.

Undersokning av inhiberingsegenskaper vid tillsatts av
Proteinase K och Katalas, isolat 831
Mjolksyrabakterier | Kontroll | Katalas Proteinas K
tillsatt tillsatt
Bin2 0,117 0,292
Bmab6 0,152 0,305
Hma8 0,153 1,104
Bin4 0,144 0,126
Fhon13 0,137 0,360
Fhon2 0,133 0,350
Hmall 0,251 1,130
Hma?2 0,133 1,096
Biut2 0,127 1,072
Hon2 0,205 0,145
Hma3 0,141 0,343
Bin7 0,139 0,315
Bma5 0,247 0,163

Tabell 7c. 1 tabellen redovisas resultaten av huruvida mjolksyrabakteriers inhibe-
ringsegenskaper paverkas vid tillsatsen av proteinase K och Katalas. Bdde kon-
trollerna och proverna hade supernatanter med justerat pH. Men kontrollerna sak-
nade tillsatts av katalas och Proteinase K. Isolat 809 tillsattes, alla ror inkuberades

12 dygn och resultaten redovisades i form av absorbansviarden.

Undersokning av inhiberingsegenskaper vid tillsatts av
Proteinase K och Katalas, isolat 809
Mjolksyrabakterier | Kontroll | Katalas Proteinas K
tillsatt tillsatt
Bin2 0,277 0,301
Bma6 0,308 0,306
Hma8 0,373 1,258
Bin4 0,140 0,202
Fhonl3 0,402 0,303
Fhon2 0,416 0,337
Hmall 0,404 1,241
Hma2 0,417 1,240
Biut2 0,387 1,211
Hon2 0,163 0,151
Hma3 0,334 0,333
Bin7 0,472 0,337
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DISSKUSSION

I denna studie undersoktes 13 mjolksyrabakteriers inhiberande egenskaper mot tre
olika S.pyogenes isolat. Utforandet av undersdkningarna bestod av diskdiffusion-
smetoden samt odlingar i buljonger och méatningar med spektrofotometer. Diskdif-
fusionsmetoden anvéndes vid undersokningar av mjolksyrabakteriernas inhibering
mot varandra samt vid inhibitions undersokningar av de 13 mjolksyrabakterierna
mot S.pyogenes isolat. Att inga inhibitioner uppstod mellan mjolksyrabakterierna
ansags vara lampligt, d& de lever i symbios med varandra[5]. Av denna anledning
ansdgs inte vidare undersokningar nddvéandiga dé resultaten var positiva. Att bak-
terierna pd platt testerna inkuberades till bdde logfas och stationérfas faststéllde
resultatets trovirdighet ytterligare, da det géllde de frinvarande inhibitonerna.

Vid forséken som involverade mjolksyrabakteriernas inhiberingsegenskaper mot
S.pyogenes isolat, anvidndes dven diskdiffusionsmetoden. Men den involverade
dven anviandning av mjukagar av slaget Todd Hewitt. Mjukagarn innehallandes
S.pyogenes isolat, hdlldes 6ver MRS plattor med diskar innehdllandes mjdlksyra-
bakterier. Resultaten som sammanstilldes i detta moment var dven goda. De flesta
bakterier visade inhiberingar mot samtliga isolat. Det isolat som sag ut att vara
mest resistent mot mjolksyrabakterierna var isolat 809. Vidare var isolat 809 det
enda isolatet dir bakterien bin 4 inte visade négra inhiberande egenskaper, i 3 av 4
forsok, i ndgon av faserna. Detta berodde ibland pa en dalig véxt av mj6lksyra-
bakterien och vid mer tid hade flera forsok fastséllt resultatet. Dock visade inhibe-
ringsegenskaps undersokningen att bakterien Bin4 var vildigt beroende av de or-
ganiska syrorna, d4 den vid pH-justeringen tappade sin inhibering mot isolat 809.
Hma2, Fhon2 och Fhon13 var alla bakterier som inhiberade isolat 809 bra. Detta
kunde man dven 4terse vid egenskaps undersokningen. Bakterien Hma2 var vil-
digt beroende av viteperoxid tillverkningen for sin antimikrobiella verkan, men
de andra egenskaperna ansdgs inte ha ndgon inverkan vilket resultaten pévisar.
Fhon13 déremot var istéllet mer beroende av pH-virdet for sin antimikrobiella
verkan. I Fhon2 kunde inte de antimikrobiella egenskapernas verkan undersokas
dé inga resultat av dessa tillkom. Detta trots bakteriens antimikrobiella verkan pa
platt testerna. Att detta kunde bero pé att Proteinase K 16sningen inte var tillrack-
ligt verksam &r en stor misstanke, dd l0sningen stétt fardig under en lingre tid. Det
ar vért att notera att detta géller alla mjolksyrabakteriers supernatanter dér Pro-
teinase K tillsattes, da nagra stora skillnader aldrig sdgs mellan kontroller och
prover géllande absorbansvérden. Skillnaderna fanns men blev aldrig lika stora
som vid proven med tillsatt katalas och respektive kontroller. Katalas tillsattes
aldrig till Fhon2 dé endast vissa bakterier testades pa grund av tidsbrist. Men de
antimikrobiella egenskaperna i denna bakterie kan ha varit beroende av
véteperoxid, d4 den som tidigare ndmnt pavisar stark inhibiton mot isolat 809,
men dven mot de andra isolaten.

Vidare sags dven skillnader i inhiberingarna pa samma bakterier, vid dem olika
inkuberings tiderna, pé diskdiffusions testerna. Exempelvis hade Hma2, Biut2
samt Hon2 i isolat 831, vid 6h inkubering, inga inhiberings zoner. Medan samma
bakterier hade vid en 17h inkubering tydliga zoner. Andra bakterier visade lik-
nande resultat mot de andra isolaten. Att detta kunde beror pa dem anti-
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mikrobiella egenskaperna var en misstanke. D4 mjolksyrabakteriers egenskaper i
allménhet kan variera beroende pa tillvixt och bakterier. Samt att antimikrobiella
peptider visar sig mer i tillvéxtfasen medan de organiska syrorna och viteperoxid-
en uppstar mer i den stationdra fasen. Vilket man dven kan se i resultaten, att det
inte blev s hoga absorbansvérden vid tillsatts av Proteinase K kan bero pa att
bakterierna inte dr s beroende av antimikrobiella peptider i den stationdra fasen.

Vid delforsok 1, visade alla isolat hoga vérden vid kontroll och pH-justerings prov
1 Bin2 supernatanten. Detta trots att Bin2 dr en bakterie som pavisade inhibitons
zoner pé diskdiffusionstester mot alla S.pyogenes isolat. Vad detta kunde bero pa
ar lite oklart d& bakteriens supernatant i delférsok 2 vid nollprovet inte visade lika
hoga absorbansvdrden som provet i delforsok 1. Bdda hade justerade pH-vérden
men isolaten sdg ut att vara mer resistenta i delférsok 1. Men misstanken lag i det
faktum att hogre koncentrationer av S.pyogenes isolat sattes till TH buljonger, till
delforsok 1. Dessa isolat véxte till sig mer och koncentrationen blev hogre. Ab-
sorbanserna madttes pé isolaten, innan de sattes till i mjolksyrabakteriernas super-
natanter och de visar att koncentrationerna i isolaten var hogre vid delforsok 1 dn
vid delforsok 2.

Att undersokningar med katalas och Proteinase K hade skett pé alla bakterier hade
varit ultimat. Samt att en mer verksam Proteinase K hade varit tillhands. Detta
hade underlattat undersdkningen av vilka antimikrobiella egenskaper som varit
mest aktiva i vilken bakterie. Forsdken pa de antimikrobiella egenskaperna skulle
utforts samtidigt, dvs delforsok 1 och 2 skulle utforts samtidigt och ett flertal
génger for att fa ett sékrare resultat. I detta fall fanns det bara tid att utféra under-
sOkningarna var for sig och en géng. D4 det var manga tidskrdvande moment,
samt manga eppendorfror att halla koll pa.

Sjilva diskdiffusionsmetoden dr en metod som &r vél anvénd inom inhibitionsun-
dersokningar av antimikrobiella substanser inom forskningen[2,5,8]. Handledaren
1 projektet hade sjdlv anvént sig av den i en inhibitionsundersékning[5] med
mjolksyrabakterierna, som undersoktes i detta projekt. Darfor kdndes det relevant
att anvinda sig av metoden. En annan fordel med den var att den var relativt 14tt
att utfora samtidigt som 6vning gav fardighet. Ju fler gdnger den utfoérdes desto
bittre resultat gav den. Dérfor hade en lédngre tid av projektet underléttat forsoket
samtidigt som &nnu béttre resultat hade insamlats. En nackdel som fanns var att
momentet med TH mjukagarn till en borjan kéndes krangligt. Detta berodde pé att
S.pyogenes isolat inte fick tillféras forrédn agarn var nere pa en temperatur pa
42°C. Men lite under 40°C borjade mjukagarn att stelna. Vilket utgjorde ett stres-
sigt moment till en borjan samtidigt som agarn skulle héllas 6ver MRS plattorna
pa ett visst sitt for att inte skapa kladd. Kladdet kunde i vissa fall stéra métningen
av inhibitionszonerna dé dessa kunde bli storre pa sd sétt att, mjolksyrabakterierna
som redan fanns pé diskarna, runnit ut med mjukagarn pa plattan. Men dven detta
kunde motverkas mer och mer efterhand som momentet utfoérdes fler ganger.

Metoden som anvéndes till undersdkningar av de mikrobiella egenskaperna som
finns 1 mjolksyrabakterierna, valdes dven med hjélp av vetenskapliga artiklar[2,7],
men modifierades lite. Tidigare undersdkningar med mjo6lksyrabakterier bestod
dven av odlingar i buljonger, tillsatser av exempelvis, katalas, Proteinase K och
justering av pH-virdet, samt mdtningar av absorbanser i ungefar 600nm[2,7]. Me-
toden kriavde en lingre tid for utférande di bakterier skulle odlas bade innan och
efter forsok. I allménhet var hela metoden beroende av mj6lksyrabakteriernas och
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S.pyogenes isolatens tillviaxt. Om ndgon av dessa bakterier ej véxte bra fick de
odlas om, vilket vidare utgjorde att metoden kunde bli tidskrdvande. Sé en langre
period dn den som fanns till hade varit ultimat for &nnu béttre resultat. Tiden
rickte inte heller till att utfora forsoket pad mjolksyrabakterierna under 6h, dvs
under logfasen. Vidare hade dessa resultat kunnat jimforas med diskdiffusionstes-
terna som utfordes under samma tid.

Denna undersdkning, samt dess resultat kan 6ppna dorrarna for anvindandet av
mjolksyrabakteriernas inhiberande egenskaper mot olika humana patogener sa
som S.pyogenes[9]. Detta innebir att mjolksyrabakterierna kan ersitta anvandan-
det av konventionella antibiotika[7]. Vilket hade varit genombrytande, med tanke
pa det stindiga utvecklandet av antibiotika resistenta bakterier[4].
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BILAGOR

Bilaga 1: Tabeller vid delforsok 1, tabell pd absorbansvarden av S.pyogenes isolat
som tillsattes 1 buljonger, samt tabell pa hur proverna sattes vid pH-justeringen

Bilaga 2: Tabeller vid delforsok 2, tabell pd absorbansvérde av S.pyogenes isolat

som tillsattes i buljonger, samt tabell pd hur proverna sattes vid tillsatts av
Proteinase K och katalas.
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BILAGA 1

Tabell 1. Schema for hur prover och kontroller sattes vid inhiberinsgegenskaper-

nas undersdkningar, for de olika isolaten. Cellerna i tabellen motsvarar eppendor-
fror. Eppendorfroren sattes inte i en exakt ordning som i tabellen men den under-
lattade for tillvigagéngssittet. K i tabellen stod for Kontroll.

Mjolksyra- | Isolat 622 Isolat 831 Isolat 809

bakterier

Bin2 K | Justerat pH | K | Justerat pH | Kontroll | Justerat pH
Bmab6 K | Justerat pH | K | Justerat pH | Kontroll | Justerat pH
Bin4 K | Justerat pH | K | Justerat pH | Kontroll | Justerat pH
Fhon13 K | Justerat pH | K | Justerat pH | Kontroll | Justerat pH
Fhon2 K | Justerat pH | K | Justerat pH | Kontroll | Justerat pH
Hon2 K | Justerat pH | K | Justerat pH | Kontroll | Justerat pH
Hma3 K | Justerat pH | K | Justerat pH | Kontroll | Justerat pH
Bin7 K | Justerat pH | K | Justerat pH | Kontroll | Justerat pH
Hma?2 K | Justerat pH | K | Justerat pH | Kontroll | Justerat pH
Bma5 K | Justerat pH | K | Justerat pH | Kontroll | Justerat pH
Hmall K | Justerat pH | K | Justerat pH | Kontroll | Justerat pH
Hma8 K | Justerat pH | K | Justerat pH | Kontroll | Justerat pH
Biut2 K | Justerat pH | K | Justerat pH | Kontroll | Justerat pH

Tabell 2. Visar absorbanserna pé S.pyogenes isolaten som odlades i TH buljonger.
Detta gjordes for att veta den ungeférliga koncentrationen pa isolaten som tillsat-
tes till mjolksyrabakteriernas supernatanter, vid forsoket med pH justeringen.
Delf6rsok 1

Absorbansmiitning av S.pyogenes isolat i TH buljong
Isolat Absorbansvirden
622 1,266
809 1,205
831 1,132
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BILAGA 2

Tabell 3. Schema for hur prover och kontroller sattes vid inhiberinsgegenskaper-
nas undersokningar for de olika S.pyogenes isolaten i eppenforfror. Tabellen visar
dven hur och till vilka bakteriers supernatanter proteinase K och katalas tillsattes.
Cellerna i tabellen motsvarar eppendorfroren som anvéndes. Eppendorfréren sat-
tes inte 1 en exakt ordning som i tabellen men den underlattade for tillvigagangs-
séttet. K 1 tabellen star for kontroll, PK star for Proteinase K. Kontrollerna hade
justerat pH-vérde till 6,2.

Mjolk- 8 | Katalas |PK |6 |Katalas | PK |8 | Katalas PK
syra 3 |831 831 |2 |622 622 |0 | 809 809
bakterier | 1 2 9

Bin2 K PK | K PK | K PK
Bma6 K PK | K PK |K PK
Bin4 K PK | K PK | K PK
Fhonl3 |K PK | K PK | K PK
Fhon2 K PK | K PK | K PK
Hon2 K PK | K PK | K PK
Hma3 K PK | K PK | K PK
Bin7 K PK | K PK |K PK
Hma2 K | Katalas K | Katalas K | Katalas

Bma5 K | Katalas K | Katalas K | Katalas

Hmall K | Katalas K | Katalas K | Katalas

Hma8 K | Katalas K | Katalas K | Katalas

Biut2 K | Katalas K | Katalas K | Katalas

Tabell 4. Visar absorbanserna pé S.pyogenes isolaten som odlades i TH buljonger.
Detta gjordes for att veta den ungeférliga koncentrationen pa isolaten som tillsat-
tes till mjolksyrabakteriernas supernatanter vid katalas och Proteinase K forsoket.

Delforsok 2
Absorbansmiitning av S.pyogenes isolat i TH buljong
Isolat Absorbansvirden
622 0,803
809 0,914
831 0,855
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