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Del 1: Utforlig sammanfattning

The aim and goal of the project was to gain new knowledge about spirochetal diarrhea
in pigs, a disease caused by the spirochete bacterium Brachyspira pilosicoli, that may be
used to develop preventive treatments such as probiotics and vaccines. The disease is
currently treated with antibiotics but, unfortunately, today we see an increased incidence
of resistance in the bacterium, multi-resistant strains have been found in Sweden and the
disease may be difficult to treat in the near future. Therefore, the need for new ways to
prevent the disease arises. Pathogenesis mechanisms in B. pilosicoli are unknown but on
histological sections and scanning electron microscope images the bacteria can be seen
attached with one end to intestinal cells.

In this study, phage display, in combination with a new deep sequencing method and a
custom-made Python script, was used to identify proteins of B. pilosicoli that the
bacterium uses to attach to the intestinal mucosa. Knowledge on this process may be
used to find ways to block the binding and thereby prevent the onset of symptoms.
Sixty-one strains of Lactobacillus isolated from pigs were characterized with regard to
antibiotic resistance, ability to bind mucus, and stress tolerance to low pH and bile, in
order to select a smaller number of strains that are suitable to investigate as potential
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probiotics. These strains could then be tested in an intestinal epithelial cell line model
for their potential effect on B. pilosicoli binding to the epithelial cells. A cell culture
model was set up where we could measure how Brachyspira bacteria affect the
permeability of a confluent and differentiated (fully developed) cell layer of either
Caco-2 or IPEC-J2 (both intestinal epithelial cell lines, the former of human origin and
the latter isolated from pig).

A number of phage display experiments and bioinformatics studies were performed, as
well as the production and testing of potentially interesting B. pilosicoli protein
candidates, unfortunately without being able to detect any specific binding between
bacterial proteins and host proteins. Control experiments using other bacteria showed
that the methods used worked, but either B. pilosicoli doesn’t bind to host proteins on
intestinal cells, or the conditions in the laboratory setting were unfavorable for binding
to occur. Other methods which may open up increased opportunities to move forward in
this area in future studies include large-scale sequencing techniques and bioinformatics
analysis, both under constant development.

Sixty-one Lactobacillus strains isolated from pig feces were characterized for antibiotic
susceptibility, low pH and bile/bile salts tolerance, and mucus binding to evaluate their
use as potential probiotics. Eight strains showed characteristics that make them
interesting as potential probiotics for the use in pigs. These strains were sensitive to all
antibiotics tested, seven strains showed tolerance to both low pH and bile/bile salts but
did not bind mucus, and one strain showed tolerance to low pH and binding to mucus
but did not tolerate bile salts well. These strains were selected for further experiments
with B. pilosicoli, and other Brachyspira species in the cell culture model, where the
ability of lactobacilli to counteract any adverse effects by Brachyspira on the intestinal
epithelium can be evaluated, but are also of general interest for further studies on
probiotics in pigs.

A cell culture model was set up in which intestinal permeability changes was measured
by transepithelial electric resistance (TEER). Due to the technical challenges with
maintaining the cell culture through several days of measurements and the specific
difficulties in using the anaerobic slow-growing B. pilosicoli, we were not able to
evaluate the lactobacilli strains within the time frame of this project. Evaluation of
another model was initiated where binding of Brachyspira bacteria to epithelial cell
lines grown in Lab-Tek II chambers (glass slides with attached culture chambers that
can easily be removed, after which host cells and bacteria attached to the slide can be
studied under a microscope). This model may present an alternative way to test
interactions between intestinal epithelial cells, B. pilosicoli and lactobacilli in future
projects.

In conclusion, various methods were used to find protein bindings between B. pilosicoli
and intestinal cells, none of which showed to be successful. The result from the study
may indicate that binding does not occur, but other methods should be used to
investigate this further. Eight lactobacilli strains from pigs were found to have
characteristics that make them suitable candidates for use as probiotics in pigs.
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Del 2: Rapporten (max 10 sidor)

Inledning

Bakgrund och syfte.

Projektets syfte och mal var att utveckla kunskaper om spiroketal diarré hos
tillvixtgrisar som i framtiden kan anvindas for att utveckla forebyggande behandlingar
sasom probiotika och vacciner. Spiroketal diarré har 1ag mortalitet men orsakar stora
ekonomiska avbrick for lantbrukaren pd grund av hog smittsamhet och negativ
paverkan pa tillvaxten (Jacobson et al., 2003; Wallgren et al., 2013). Sjukdomen orsakas
av bakterien Brachyspira pilosicoli, som hor till gruppen spiroketer, och behandlas idag
med antibiotika. Tyvérr ser vi idag en dkad forekomst av resistens hos bakterien (12%
av alla féltisolat dr resistenta mot tiamulin och 61% mot tylosin, de mest anvinda
antibiotika mot spiroketal diarré; SWEDRES-SVARM, 2012), multiresistenta stammar
har hittats 1 Sverige och sjukdomen kan i en néira framtid bli svarbehandlad. Dérfor
krévs nya angreppssitt for att forhindra att sjukdomen uppkommer. Kunskaperna om
hur B. pilosicoli orsakar sjukdom &r ofullstindiga. Man vet att bakterien &r rorlig och tar
sig igenom slemlagret som técker epitelet i tarmen. Dér féster de till tarmcellerna, vilket
leder till skador och sonderfall av tarmepitelet. Hur och var pa cellen inféstningen sker
ar oként.

I det hér projektet ville vi forsoka identifiera proteiner hos B. pilosicoli som bakterien
anvander for att fasta till tarmslemhinnan (adhesionsproteiner). Kunskap om den
processen skulle underlétta for att hitta sétt att blockera bindningen och dérmed
sannolikt forhindra uppkomst av symptom. For detta dndamal skulle en
fagdisplayteknik (Jacobsson et al., 2003) anvédndas, som vi med framgéng anvént for att
hitta proteiner hos bakterier av sldktet 7reponema, en annan spiroket (Rosander et al.,
2011). Vidare ville vi karaktérisera ett stort antal lactobaciller isolerade fran gris med
avseende pa resistensmonster, effekt pd pH, stabilitet etc. for att utvérdera om de ar
lampliga kandidater for probiotikautveckling. Dessa skulle anvéndas i en
viavnadsmodell for att undersoka om de har nagon effekt pa adhesionen av B. pilosicoli
till tarmepitelet. I projektet ingick alltsd ocksa att utveckla en tarmvévnadsmodell dels
for att studera bindningen av B. pilosicoli till tarmslemhinna, dels for att testa effekten
av probiotiska bakterier pa bindningen. Under projektets gang visade det sig att med
den hudvédvnadsmodell som gjorts i ett annat projekt rorande bakterier av slaktet
Treponema, och som var tinkt att modifieras for att anvdndas som tarmepitelmodell 1
det hér projektet, var bakteriernas paverkan pa vivnaden svér att kvantifiera och det
fanns tekniska svarigheter som gjorde att modellen blev osdker att anvdnda. Som
alternativ till vivnadsmodellen valde vi att sdtta upp en cellodlingsmodell dér vi skulle
kunna maéta hur Brachyspira-bakterier padverkar permeabiliteten hos ett konfluent och
differentierat (fullt utvecklat) cellager av antingen Caco-2 eller IPEC-J2 (bada
tarmepitelcellinjer, den forra av humant ursprung och den senare isolerad frén gris).
Modellen har anvénts tidigare for utvirdering av anvéndning av Lactobacillus-stammar
som probiotika (Liu et al., 2015).
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Material och metoder

Identifiering av adhesionsproteiner

For att identifiera adhesionsproteiner hos B. pilosicoli anvindes en metod som heter
fagdisplay. Metoden gar ut pa att skapa ett bibliotek av bakteriofager som bir olika
bakterieproteiner pa ytan och ddr sammantaget samtliga en bakteries proteiner finns
representerade. Ur detta bibliotek kan proteiner som binder specifikt (receptor) till
exempelvis ett protein hos den vird som bakterien infekterar (ligand), "fiskas fram” i ett
sa kallat panningsexperiment (affinitetsselektion). Pa s sitt kan specifika protein-
proteininteraktioner mellan bakterie och vérd identifieras. Ett B. pilosicoli-fagbibliotek
baserat pé typstammen P43/6/78 anvéndes i flera panningsexperiment, med olika
ligander, for att selektera fram B. pilosicoli-proteiner som binder till framfor allt
tarmepitelet men dven till andra proteiner hos virden (gris). Biblioteket pannades mot
rena tarmepitelcellinjer (Caco-2 och IPEC-J2), tarmvdvnad frén olika grisar, rena
muciner (glycoproteiner i tarmens slemlager, tillhandahallna frén en forskargrupp i
Goteborg), kaninserum eller renade kaninantikroppar frdn kaninserum riktade mot hela
B. pilosicoli-bakterier, roda blodkroppar fran gris och kyckling samt mot renade B.
pilosicoli-proteiner. Aven kontrollpanningar med andra fagbibliotek utfordes,
exempelvis bibliotek av Brachyspira hyodysenteriae och Staphylococcus hyicus
pannades mot antikroppar respektive tarmepitelcellinjer. Modifieringar i protokollen for
panningsexperimenten gjordes 1 forsok att minska bakgrund i experimenten, sa som
anvindningen av bakterielysat fran Escherichia coli genomgaende 1 panningen for att
blockera ospecifik bindning.

I flera av de panningsexperiment som utférdes anvindes komplexa material som
antikroppar, celler och vivnader. I sddana experiment kan bakgrunden bli véldigt hog
och det blir svart att hitta korrekta, relevanta resultat. Darfor utvecklades en storskalig
sekvenseringsmetod for att fa en hogre andel data frdn panningsexperimenten och for att
kunna se om korrekta resultat fanns i bakgrunden. En relativt ny sekvenseringsmetod,
Nanopore-sekvensering (Deamer et al., 2016), anvidndes och ett egenutvecklat program
skrivet i Python for behandling av data. Aven bioinformatiska studier av B. pilosicoli-
genomet (tillgéngligt i databaser pa internet, exempelvis National Center for
Biotechnology Information - NCBI) gjordes for att identifiera proteiner potentiellt
viktiga for B. pilosicoli i infektionsprocessen (virulensfaktorer). Sérskilt analyserades
proteiner med avseende pa om de innehdll ostrukturerade regioner da dessa visat sig
kunna ha en nyckelroll i interaktionen mellan patogen och vérd (Blanco et al., 2018).

Rening och karaktdrisering av potentiella adhesionsproteiner/virulensfaktorer

Fem B. pilosicoli-proteiner identifierades som potentiella
adhesionsproteiner/virulensfaktorer och framstilldes i stor skala genom att dveruttrycka
generna for proteinerna i ett E. coli-system med rekombinant DNA-teknik. De renade
proteinerna anvéndes sedan i experiment for att identifiera bindning till IPEC-J2 celler,
till serumkomponenter, till rena virdproteiner som fibronektin och fibrinogen samt
genom ytterligare panningsexperiment bindning till bakterien sjilv, B. pilosicoli.
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Karaktdrisering av Lactobacillus-stammar

Lactobacillus-stammar (61 stycken) som tidigare isolerats fran gris och som fanns
tillgéngliga vid SLU odlades upp frén frys och artbestimdes med hjélp av
masspektrometri (MALDI-TOF). Dessa stammar karaktiriserades sedan pa olika sétt
for att identifiera ett mindre antal stammar som potentiellt bra kandidater for
anvindning som probiotika. Dessa stammar skulle ingé i forsok i cellodlingsmodellen
beskriven nedan. Som ett led i att bestimma vilka stammar som skulle ga vidare i
karaktériserings-processen gjordes en subtypning av 15 stammar, ocksad med hjilp av
MALDI-TOF. Om flera stammar av samma art dr mycket lika eller identiska skulle det
ridcka att gd vidare med bara en eller nagra av varje art. Stammarna karaktériserades
vidare i experiment for att méta kénslighet mot olika antibiotika, tolerans mot 1agt pH
och gallsalter samt formdga att binda till mucus. Dessa karaktéristika &r avgdrande for
om stammen har potential for anvéindning som probiotika

Permeabilitet i cellodlingsmodell

Ett cellodlingssystem dir genomslédppligheten, permeabiliteten, dver cellagret kan métas
sattes upp. Cellinjerna Caco-2 odlades i s& kallade transwell-brunnar. I sidana brunnar
odlas cellerna pé ett membran, de far niring fran den basala sidan - ”insidan” - och
tillsatser av bakterier eller olika substanser kan ske fran den apikala sidan - "utsidan”.
Permeabiliteten av cellagret bestimdes genom att médta den elektriska resistensen dver
cellagret (TransEpithelial Electrical Resistance, TEER). TEER kan dndras om cellagret
paverkas negativt exempelvis genom tillsats av skadliga bakterier eller substanser, och i
det hir projektet méttes TEER efter tillsats av olika arter av Brachyspira, bade patogena
(bland andra B. pilosicoli) och icke-patogena arter.

Resultat och diskussion

Identifiering av adhesionsproteiner

Ett stort antal panningsexperiment med B. pilosicoli-biblioteket samt kontrollpanningar
med bibliotek av B. hyodysenteriae och S. hyicus har genomforts dock utan att hitta
négra riktigt lovande proteinkandidater for att forklara adhesion av B. pilosicoli till
tarmepitelet. Framfor allt forekom problem med bakgrund i experimenten vilket gjorde
det svirt att fa fram specifika, dkta proteininteraktioner. I forsok att komma till rétta
med den hdga bakgrunden anvindes bakterielysat av E. coli 1 panningsexperimenten for
att blockera ospecifik bindning men utan positivt resultat. En ny sekvenseringsmetod
anvéndes for att fa fram storre dataméngder fran panningsexperimenten vilka sedan
analyserades med hjilp av ett egenutvecklat Python-script. Detta gjordes for att kunna
se om proteiner som medfor dkta bindning till celler gdmdes bland den ospecifika
bakgrunden. Med hjélp av denna metod kunde en proteinkandidat, OppA, identifieras,
dven om vissa fragetecken kvarstod om det verkligen var en dkta bindning till
tarmepitelet. Fran kontrollexperimenten med S. Ayicus-biblioteket kunde vi med denna
sekvenseringsmetod identifiera proteiner i S. Ayicus med redan kidnda bindningar till
cellkomponenter som fibronektin, vilket visade att metoden var anviandbar for vart
syfte.
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Rening och karaktdrisering av potentiella adhesionsproteiner/virulensfaktorer

Opp A ér ett protein som &r en del av ett proteintransportkomplex i B. pilosicoli som
kénner igen och binder korta proteiner, peptider. Homologa proteiner till OppA i B.
pilosicoli har anvints som vaccinkandidater (Movahedi and Hampson, 2010) och i en
annan spiroket, Treponema denticola, har en homolog visat sig ha fibronektin-bindande
egenskaper (Fenno et al., 2000). Samtidigt finns andra rapporter som visar att OppA-
homologer i andra bakterier har véldigt lite eller ingen specificitet vad géller
aminosyrasekvensen hos de peptider som proteinet kan binda (Stanfield and Wilson,
1995), vilket innebir att OppA-bédrande fager i fagbiblioteket av B. pilosicoli skulle
kunna binda till valdigt ménga olika proteiner vid ett panningsexperiment med cellinjer
(som innehaller ménga vérdproteiner) och dven om bindningen é&r dkta skulle den dndé
vara ospecifik. For att undersoka om OppA i B. pilosicoli verkligen binder specifikt till
ndgot virdprotein framstalldes OppA 1 storre méngd och anvéndes 1 olika experiment
med antingen rena vardproteiner eller mer komplexa material som serum och
tarmepitelceller fran gris. Dessa experiment kunde inte pavisa ndgon specifik bindning
mellan OppA och strukturer hos vardorganismen.

Da panningsexperimenten inte givit ndgra lovande resultat for att forklara bindningen av
B. pilosicoli till tarmepitelceller gjordes ett forsok att angripa problemet pa ett annat
sdtt, genom bioinformatik. Manga olika dataprogram &r utvecklade och finns
tillgéngliga pa internet for att analysera de ménga genomsekvenser som ocksa finns
tillgéngliga 1 databaser pa internet, dven den for B. pilosicoli. Denna géng valde vi att
leta efter ytproteiner hos B. pilosicoli som ocksa innehdll ostrukturerade regioner.
Ostrukturerade regioner i proteiner ar sidana som saknar en stabil struktur och som kan
anta olika strukturer vilket ger flexibilitet och underldttar interaktion med andra
molekyler. Om sddana proteiner sitter pd ytan finns mdjligheten att de binder strukturer
hos vérdorganismen. Fyra kandidater valdes ut och framstélldes i storre méngd och
genomgick samma undersokningar som OppA men utan framgang.

Varfor vi har mott sa stora svarigheter i vara forsok att identifiera de proteiner hos B.
pilosicoli som skulle kunna vara involverade i bindningen till grisens tarmepitelceller
har vi inget bra svar pd i nuldget. Det 4r mdjligt att B. pilosicoli har relativt {2
adhesionsproteiner/virulensfaktorer och att de som finns kréver andra betingelser eller
ytterligare faktorer, vilka inte har tillgodosetts, eller inte kan tillgodoses, 1
panningsexperimenten och de dvriga bindningsexperimenten, sa att interaktion med
proteiner eller andra strukturer kan ske. Det kan ocksa vara sa att vi inte har anvént rétt
material, ratt ligand, i vdra experiment for att forsoka identifiera bindning. B. pilosicoli
ar en heterogen art dér virulensen troligen dr olika mellan olika stammar, och det ar
mdjligt att vi hade fatt andra resultat med ett fagbibliotek baserat pd en annan stam av B.
pilosicoli.

Karaktdrisering av Lactobacillus-stammar

Ett 60-tal Lactobacillus-stammar undersoktes med olika metoder for att ta fram ett litet
antal kandidater som har ldmpliga egenskaper for anvindning som probiotika. Dessa
kandidater skulle sedan undersokas vidare 1 cellodlingsmodellen for att se om de kan
motverka eventuella negativa effekter av B. pilosicoli pa tarmepitelcellerna. Ur ett
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antibiotikaresistens-perspektiv vill man inte att probiotiska bakterier ska béra pa
resistensgener som kan 9verforas till andra bakterier. Det dr ockséd fordelaktigt om de
har en viss tolerans mot 14gt pH och galla eller gallsalter d& denna typ av bakterier
behover dverleva passage genom magséck och tarm for att kunna etablera sig dér. En
annan Onskvird egenskap hos probiotiska bakterier dr bindning till mucus dé detta anses
viktigt for att bakterierna ska kunna hélla sig kvar tillrdckligt linge i tarmen for att
utova ndgon verkan dér.

Ett urval av de Lactobacillus-stammar som odlats upp och som artbestdmts med
MALDI-TOF subtypades ocksd med MALDI-TOF for att eventuellt kunna utesluta en
del stammar fran vidare karaktirisering pa grund av att de dr mycket lika eller identiska.
Subtypningen visade dock att alla testade stammar var olika och dérfor inkluderades
samtliga stammar i foljande karaktérisering. Forst karaktdriserades stammarna med
avseende pa antibiotikaresistens med hjélp av antibiotikapaneler med 9 olika antibiotika
med relevans for laktobaciller. Av 61 stammar véxte 5 stammar for daligt for att kunna
inga 1 antibiotikaresistens-testerna. Av dvriga 56 stammar var 30 tillrackligt kénsliga for
de olika antibiotika for att gd vidare till nésta steg i karaktdriserings-processen med
stresstolerans-test avseende pH och galla/gallsalter. I dessa test var det ytterligare 5
stammar som véxte for daligt for att kunna inga i testen och av 25 testade stammar
bedomdes 7 stycken vara stresstaliga for bade lagt pH och galla/gallsalter. Fyra av dessa
var av arten Lactobacillus reuteri och dvriga 3 av arten Lactobacillus amylovorus. 1 test
for mucusbindning visade samtliga kvarvarande 7 stammar ingen bindning till mucus.
Problem med vixt av bakterierna gjorde att endast 31 av dvriga 53 stammar kunde
testas for mucusbindning och endast 5 stycken visade stark bindning till mucus. Av
dessa var 4 stammar resistenta mot 2 eller fler av de testade antibiotika, 1 stam var
kénslig for alla testade antibiotika men hade ndgot 14g tolerans mot gallsalter. Ingen
stam uppvisade alltsé onskvirda egenskaper 1 alla karaktériserings-steg men 7 stycken
visade bra egenskaper i allt utom mucusbindning och 1 visade bra egenskaper i allt
utom tolerans av gallsalter.

Permeabilitet i cellodlingsmodell

En cellodlingsmodell for att méta permeabilitet Over ett cellager av tarmepitelceller
sattes upp och undersokningar av hur olika stammar av B. pilosicoli samt olika arter av
Brachyspira med olika patogenicitet paverkade permeabiliteten av cellagret utfordes.
Utvérdering av modellen visade att det var svarigheter att stabilt mita TEER over tid
vilket gjorde det svart att tolka resultaten. Svartolkade resultat erholls ockséa da
infektionsforsok med Brachyspira i cellodlingsmodellen gjordes och kontrollbrunnen i
experimentet inte betedde sig som forvéntat. D det inte fungerade tillfredsstillande att
méta permeabilitet i cellodlingmodellen kunde inte heller de karaktériserade
Lactobacillus-kandidaterna (se ovan) testas i modellen.

Slutsatser

En méngd panningsexperiment och bioinformatiska studier har utforts for att identifiera
B. pilosicoli-proteiner som kan interagera med proteiner hos gris, liksom framstéllning
och testning av potentiellt intressanta B. pilosicoli-proteinkandidater. Med anvéndning
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av dessa metoder har specifika bindningar mellan bakterieproteiner och vérdproteiner ej
pavisats. Kontrollexperiment visar att de metoder som anvénts fungerar men
formodligen dr betingelserna inte de rétta for att pavisa bindning av B. pilosicoli-
proteiner eller att B. pilosicoli inte binder till proteiner pa cellytan. Storskalig
sekvensering av fler stammar av B. pilosicoli och bioinformatiska analyser skulle vara
ett sitt att undersoka detta vidare.

Ett stort antal Lactobacillus-stammar har karaktiriserats med avseende pé
antibiotikaresistens, tolerans mot lagt pH och galla/gallsalter samt mucusbindning for
att utvdrdera deras anvdndning som potentiella probiotika. Pa grund av tekniska
svérigheter att sitta upp bade en vivnadsmodell och en cellodlingsmodell har 8
Lactobacillus-kandidatstammar inte kunnat testas i system med B. pilosicoli for att
utvirdera stammarnas formaéga att motverka eventuella negativa effekter av B. pilosicoli
pa tarmepitelet. Dessa stammar &r dock av generellt intresse att anvédnda i framtida
projekt pé probiotika till gris.

Nytta for niringen och rekommendationer

Det hér projektets ldge 1 kunskapskedjan faller under "tillampad forskning" och syftade
till att utveckla kunskaper om spiroketal diarré hos tillvaxtgrisar, som i férlangningen
skulle 6ka mdjligheterna att utveckla forebyggande behandlingar sésom probiotika och
vacciner i nya projekt i samarbete med niringslivet. Trots kraftfulla forsok att
identifiera bindning av B. pilosicoli inte bara till tarmepitelceller utan dven till andra
strukturer hos gris har inga tydliga resultat framkommit som direkt kan vidareutvecklas
1 ndsta niva, konceptutveckling. I uppfoljande projekt skulle man férmodligen anvinda
andra metoder for att uppné de resultat vi 6nskade, sérskilt dppnar 6kade mdjligheter till
prisvérd, storskalig sekvensering och bioinformatiska analyser, under stindig
utveckling, for att det skulle vara en vig framéat inom det hdr omradet.

Ett gediget arbete med att utvirdera Lactobacillus-arter som probiotika-kandidater har
utforts i det hir projektet och 8 stammar har identifierats som potentiellt intressanta att
studera vidare i forsok tillsammans med B. pilosicoli, och andra Brachyspira-arter, i
cell- eller vivnadsmodeller dir laktobacillernas formaga att motverka eventuella
negativa effekter pa tarmepitelet kan utvirderas. Inom ramen for det hér projektet har de
modeller som skulle anvédndas varit forenade med en médngd tekniska svarigheter.
Utviérdering av ytterligare en modell paborjades dir bindning av Brachyspira-bakterier
till epitelcellinjer odlade 1 Lab-Tek II-kammare (odlingskammare som sitter fast pa
objektsglas men som enkelt kan tas bort och virdceller och bakterier som sitter fasta till
objektsglaset kan studeras i mikroskop). Denna modell finns beskriven for B.
hyodysenteriae (Gommel et al., 2013) dir man studerat specifika antikroppars forméga
att blockera bindningen av bakterierna till epitelceller, och dr en mdjlig kandidat for att
testa interaktioner mellan tarmepitelceller, B. pilosicoli och laktobaciller i framtida
projekt.
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