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WYKAZ SKROTOW

ALP, AP, FA
ALT, GPT
AST, GOT
bezp. prep. bakt.
CagA

CDT

CLO

DNA
EHS

ELISA
GHLO

H. bilis

H. bizzozeronii
H. canis

H. cinaedi

H. felis

H. fennelliae
H. heilmannii
H. hepaticus
H. mustelae
H. pulorum
H. pylori

H. rappini

fosfataza alkaliczna

aminotransferaza alaninowa

aminotransferaza asparaginianowa

bezposredni preparat bakteriologiczny

biatko CagA H. pylori (cytotoxin-associated gene A antigen)
cytoletalna toksyna rozciagajaca

organizmy podobne do Campylobacter
(Campylobacter — like organisms)

kwas dezoksyrybonukleinowy (deoxyribonucleic acid)

watrobowo-jelitowe gatunki Helicobacter
(enterohepatic helicobacter species)

serologiczna metoda immunoemzymatyczna
(enzyme-linked immunosorbent assay)

organizmy wystepujace w zotadku podobne do Helicobacter
(gastric Helicobacter — like organisms)

Helicobacter bilis
Helicobacter bizzozeronii
Helicobacter canis
Helicobacter cinaedi
Helicobacter felis
Helicobacter fennelliae
Helicobacter heilmannii
Helicobacter hepaticus
Helicobacter mustelae
Helicobacter pulorum
Helicobacter pylori

Helicobacter rappini



H. salomonis Helicobacter salomonis

H. suis Helicobacter suis

HGB, Hb hemoglobina

Hct, Ht hematokryt

hist.-pat. barw. Giemsy  preparat histopatologiczny barwiony metoda Giemsy

hodowla mikrobiol. hodowla mikrobiologiczna

Hsp biatko szoku cieplnego (heat shock protein)

IgA immunoglobulina klasy A

IgG immunoglobulina klasy G

IL-6 interleukina 6

IL-8 interleukina 8

LPS lipopolisacharyd

m.c. masa ciala

MALT tkanka limfatyczna przewodu pokarmowego
(mucosa-associated limphoid tissue)

n.s. nieistotne statystycznie

PCR polimerazowa reakcja tancuchowa (polymerase chain reaction)

RBC erytrocyty

spp. gatunki (species)

UBT ureazowy test oddechowy (urea brath test)

UreB gen kodujacy podjednostkg UreB ureazy H. pylori

VacA toksyna wakuolizujaca H. pylori

WBC leukocyty



1. WSTEP

W 1983 roku Marshall i Warren opublikowali doniesienie o wyizolowaniu u ludzi z
btony $luzowej zotadka, objgtej przewlektym zapaleniem i choroba wrzodowa, spiral-
nych drobnoustrojow podobnych do bakterii z rodzaju Campylobacter. Pierwotnie bakte-
rie te okreslono jako drobnoustroje podobne do Campylobacter (CLO — Campylobacter —
like organisms), nastgpnie nazwe¢ t¢ zmieniono na Campylobacter pyloridis, a w pozniej-
szym czasie, majac na uwadze wzgledy gramatyczne, na Campylobacter pylori. Dalsze
badania wykazaty znaczne biochemiczne i strukturalne réznice migdzy nowo odkrytym
drobnoustrojem a rodzajem Campylobacter. Z tego wzgledu w 1989 r. bakteri¢ t¢ zali-
czono do nowo wyodrgbnionego w systematyce mikrobiologicznej rodzaju Helicobacter,
nadajac jej ostateczna nazw¢ Helicobacter pylori [Heatley, 1999; Malfertheiner i wsp.,
1997].

Poczatkowo nie doceniano doniostosci odkrycia Marshalla i Warrena i tylko niewielu
naukowcow zajmowalo si¢ kontynuowaniem dalszych badan nad tym mikroorgani-
zmem, w aspekcie jego patogennego wpltywu na zotadek i dwunastnic¢ czlowieka.
Wsrod nich dominowali badacze, ktorzy juz wezesniej zajmowali si¢ tym drobnoustro-
jem — fascynaci jego morfologicznych i czynno$ciowych cech mikrobiologicznych [Mal-
fertheiner i wsp., 1997].

W 1987 roku wykazano, ze skuteczna terapia zakazenia Helicobacter pylori u cho-
rych z choroba wrzodowa dwunastnicy prowadzi do znacznego zmniejszenia czgstosci
nawrotow tej choroby. Od tego momentu zagadnieniem tym zainteresowali si¢ takze
lekarze klinicysci, ktorzy skupili swa uwage glownie na poszukiwaniu jeszcze skutecz-
niejszych metod leczenia tej infekeji [Malfertheiner i wsp., 1997].

Wyniki badan wskazujace na zwiazek infekcji Helicobacter pylori z rozwojem cho-
rob zotadka i dwunastnicy u ludzi, w tym takze nowotworow, doprowadzity do tego, ze
w 1994 r. Swiatowa Organizacja Zdrowia zaklasyfikowata ten drobnoustrdj do I grupy
karcynogenow [International Agency for Research on Cancer, 1994].

W latach dziewigcdziesiatych XX w. nastapit gwattowny rozwdj badan nad spiralny-
mi bakteriami z rodzaju Helicobacter. Ich konsekwencja jest m.in. ciagly wzrost liczby
odkrywanych gatunkow, dokltadne wyjasnienie mechanizméw patogennego wplywu
Helicobacter pylori na blong Sluzowa zotadka i dwunastnicy czlowicka, opracowanie
nieinwazyjnych i inwazyjnych metod oraz testOw wykrywania tego zakazenia, a takze
podjecie badan u zwierzat. Dotychczas opisano 29 gatunkéw zaliczanych do rodzaju
Helicobacter [Melito i wsp., 2001].

Bakterie z rodzaju Helicobacter to Gram-ujemne pateczki, ktore posiadaja od 1 do 20
rzgsek (witek), potozonych jednobiegunowo, dwubiegunowo lub okotokomoérkowo.

* Badania wykonano w ramach projektu badawczego KBN nr 3P06K 00723



Ksztalt tych drobnoustrojow jest zmienny — obserwowane sa formy spiralne, zagicte
oraz ziarniakowate. Rosna na podtozach wzbogaconych krwia lub surowica w warunkach
mikroaerofilnych w temperaturze 3642 °C, po 3—14-dniowej inkubacji. Maja zdolnoéé
produkowania katalazy, z wyjatkiem Helicobacter canis. Niektore, jak np.: H. pylori,
H. heilmannii, H. felis sa ureazo-dodatnie, inne natomiast, jak np.: H. canis, H. pullorum,
H. fennelliae sa ureazo-ujemne [Hua i wsp., 1999; Iwanczak i wsp., 1998; Taneera
i wsp., 2002].

Ze wzgledu na miejsce bytowania, cechy morfologiczne i wlasciwosci biochemiczne
bakterie Helicobacter spp. podzielono na 2 grupy. Do grupy pierwszej zaliczane sa ga-
tunki umiejscawiajace si¢ w poczatkowym (goérnym) odcinku przewodu pokarmowego,
ktére moga u ludzi prowadzi¢ do zapalenia zotadka i dwunastnicy, choroby wrzodowe;j
oraz raka zotadka. Sa to H. pylori, H. heilmannii i H. felis. Druga grupg stanowia gatunki
watrobowo-jelitowe (Enterohepatic Helicobacter Species — EHS), ktore wystgpuja w
koncowym (dolnym) odcinku przewodu pokarmowego, tj. w jelicie biodrowym, okrezni-
cy 1 prostnicy oraz w watrobie (drogach zoétciowych) cztowieka i zwierzat. Do tej grupy
naleza m.in.: H. hepaticus, H. canis, H. bilis, H. pullorum oraz H. cinaedi. Gatunki wa-
trobowo-jelitowe nie kolonizuja blony $luzowej zotadka, cho¢ maja wiele wspolnych
cech fizjologicznych i morfologicznych z gatunkami tam wystgpujacymi [Solnick
i Schauer, 2001].

Tabela 1
Table 1
Najwazniejsze gatunki z rodzaju Helicobacter i ich wystgpowanie
Most significant Helicobacter spp. and their occurrence

Helicobacter spp. VRIS
Occurrence
H. pylori cztowiek — human
H. heilmannii cztowiek, kot, pies — human, cat, dog
H. felis kot, pies, mysz — cat, dog, mouse
. - zotadek
H. salomonis kot, pies — cat dog stomach
H. bizzozeronii kot, pies — cat dog
H. suis $winia — swine
H. mustelae fretka — ferret
. . zotadek, jelito, watroba
LEL e pies —dog stomach, intestine, liver
H. fennelliae cztowiek — human
H. cinaedi czlowiek, chomik — human, hamster jelito
H. pullorum cztowiek, drob — human, poultry intestine
H. rappini gryzonie, pies — rodents, dog
H. bilis pies, kot, mysz — dog, cat. mouse watroba
H. hepaticus cztowiek, mysz — human, mouse liver
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Charakterystyka wybranych gatunkéw z rodzaju Helicobacter
wystepujacych u zwierzat i cztowieka

Helicobacter pylori

Jest to Gram-ujemna spiralna lub zakrzywiona pateczka o dtugosci 2,5-5 um i szero-
kosci 0,5-1 um, posiadajaca od 2 do 6 biegunowo potozonych rzgsek [Geis i wsp., 1993;
Gibinski, 1997].

Na dzien dzisiejszy jest to najlepiej poznany gatunek z rodzaju Helicobacter, spoty-
kany przede wszystkim w zotadku czlowieka, cho¢ wyizolowano go takze z zotadka
kotow, matp i owiec [Baskerville i Newell, 1988; Dore i wsp., 2001; Fox i wsp., 1995;
Newell 1 wsp., 1988]. Uwaza sig, ze zwierz¢ta te moga odgrywac pewna rolg w transmi-
sji zakazenia. Nie potwierdzono jednak bezposredniego zakazenia cztowieka od zwie-
rzat. Nie mniej wykazanie obecnosci H. pylori w kale, §linie i soku zoladkowym kotow
sktania do zachowania szczeg6lnej higieny w obcowaniu z tymi zwierzgtami. Odzwie-
rzgey charakter zakazenia sugeruje czgstsze wykrywanie tych drobnoustrojow u pasterzy
owiec, w pordwnaniu z innymi grupami zawodowymi [Dore i wsp., 1999].

U ludzi zakazenie Helicobacter pylori jest szeroko rozpowszechnione. W krajach
rozwinigtych czegsto$¢ zakazen u dzieci nie przekracza 10%, a u os6b powyzej 50 roku
zycia zawiera si¢ w granicach 25-50%. Nieco inaczej przedstawia si¢ sytuacja w krajach
rozwijajacych si¢. Odsetek zakazonych dzieci wynosi od 13 do 60%, natomiast dorostych
—od 70 do 90 (100)%. Wigksze zakazenie w tych panstwach jest zwiazane z nicodpo-
wiednimi warunkami mieszkaniowymi, czgsto ograniczonym dostgpem do czystej wody
oraz z niskim poziomem higieny [Heatley, 1999; Mitchell i wsp., 1997].

Amerykanscy naukowcy zaobserwowali, ze Aborygeni nie utrzymujacy kontaktu z
biata ludnos$cia Australii rzadko ulegaja zakazeniu H. pylori, natomiast Aborygeni pro-
wadzacy ,,zachodni styl zycia” zakazeni sa w bardzo wysokim odsetku i czgs$ciej wyste-
puje u nich choroba wrzodowa [Heatley, 1999].

Dotychczas jednoznacznie nie okreslono, w jaki sposob dochodzi do przenoszenia si¢
zakazenia Helicobacter pylori wérdd ludzi. Przyjmuje sig, ze zakazenie moze by¢ wywo-
ane transmisja tego drobnoustroju nastgpujacymi drogami:

—  oralno-oralng (jama ustna — jama ustna) — obecnos$¢ drobnoustrojow w plytce nazebnej
[Majmudar i wsp., 1991] i $linie [Ferguson i wsp.,1993; Parsonnet i wsp., 1999];

—  fekalno-oralna (kat — jama ustna) — drobnoustroje w wodzie zanieczyszczonej odchoda-
mi ludzkimi [Hulten i wsp., 1996; Hulten i wsp., 1998]; wykazano, ze w chtodnej wo-
dzie morskiej lub rzecznej H. pylori moze przetrwaé nawet 2 tygodnie [Heatley, 1999];

—  gastro-oralna (zotadek — jama ustna) — drobnoustroje w wymiocinie [Leung i wsp., 1999;
Parsonnet i wsp., 1999];

—  jatrogenna — poprzez zakazony sprz¢t endoskopowy [Akamatsu i wsp., 1996; Tytgat,
1995]. Mozliwos$¢ zakazenia za posrednictwem sprze¢tu medycznego potwierdzili m.in.
Amerykanie przeprowadzajac eksperyment, podczas ktérego grupa ochotnikow zostata
zakazona poprzez elektrode do pomiaru pH Zotadka, ktora bez dezynfekcji stosowano u
kolejnych uczestnikow badania. Zaobserwowano takze, ze zakazeniom ulegali lekarze
wykonujacy gastroskopig, ktorzy nie stosowali zasad aseptyki i antyseptyki [Mitchell
i wsp., 1989; Sobala i wsp., 1991].
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Zakazenie droga pokarmowa zostalo m.in. potwierdzone przez dwoch niezaleznych
badaczy: Barry’ego Marshalla z Australii oraz Arthura Morrisa z Nowej Zelandii. Obaj
przeprowadzili na sobie proby zakazenia droga doustna, polegajace na wypiciu zawiesiny
Helicobacter pylori. Marshall, po wczes$niejszej gastroskopii, na podstawie ktorej stwier-
dzono prawidtowa struktur¢ blony Sluzowej zotadka, przyjat leki hamujace wydzielni-
czo$¢ zotadka, a nastgpnie wypit zawiesing bakterii wyizolowanych od chorego. Powtor-
na gastroskopia, wykonana po 10 dniach, wykazata zapalenie btony sluzowej zotadka
oraz zakazenie. Infekcji towarzyszyly nieswoiste objawy kliniczne: wymioty, bdle glo-
wy, bole glodowe, uczucie pelnosci w nadbrzuszu, burczenie w brzuchu, cuchnacy od-
dech oraz rozdraznienie. U tego naukowca doszto do samoistnego wyleczenia przed
uplywem 14 dnia zakazenia. Morris wykonal bardzo podobny eksperyment. Jednak ob-
serwowane objawy kliniczne zakazenia byly bardziej intensywne i wyrazaty si¢ bolami
kolkowymi w nadbrzuszu oraz wymiotami. Nie doszto do samowyleczenia, a eradykacja
drobnoustroju miata miejsce dopiero po 3 latach intensywnej terapii [Heatley, 1999].

Cechami umozliwiajacymi drobnoustrojom Helicobacter pylori kolonizacj¢ btony
Sluzowej zotadka, przetrwanie w jego kwasnym Srodowisku oraz wywolanie zmian za-
palnych sa:

—  Zdolno$¢ poruszania si¢ — umozliwia ja zarowno spiralny ksztatt bakterii, jak i obecnos¢
2—-6 biegunowo potozonych rzgsek. Dzigki nim bakterie moga poruszaé si¢ w lepkim
Sluzie pokrywajacym blong §luzowa zotadka, przenika¢ przez jego warstwe oraz zasie-
dla¢ nabtonek [Albrecht i Lazowska, 2001; Jagusztyn-Krynicka i wsp., 1999; Wi-
$niewska, 2003]. Wykazano, ze nieruchliwe mutanty H. pylori posiadaja ograniczong
zdolno$¢ zakazania myszy [Ottemann i Lowenthal, 2002]. Stwierdzono takze, ze im
mniejsza lepkos¢ sluzu zotadkowego, tym wigksza ruchliwo$é drobnoustrojow [Worku i
wsp., 1999]. Ukierunkowanie ruchu w strong blony $luzowej zotadka uwarunkowane
jest chemotaktycznie [Malfertheiner 1 wsp., 1997; Wisniewska, 2003].

—  Obecnos¢ adhezyn na powierzchni bakterii — dzigki nim drobnoustroje zdolne sa do
wiazania si¢ ze swoistymi receptorami na powierzchni komorek nabtonka btony $luzo-
wej zotadka oraz powierzchni komérek typu zotadkowego, ktdre tworza ogniska meta-
plastyczne w przetyku, dwunastnicy i jelicie grubym [Gibinski, 1997].

— Niska aktywno$¢ immunologiczna lipopolisacharydu (LPS) — lipopolisacharyd jest
endotoksyna, stanowiaca istotny skladnik $ciany komérkowej bakterii Gram-ujemnych,
wywolujaca reakcje odpornosciowe organizmu. W przypadku H. pylori aktywnos¢ LPS
jest niewielka i dzigki temu nie jest indukowana odpowiedz immunologiczna na pozio-
mie niezb¢dnym do eliminacji bakterii. Zapewnia to drobnoustrojom dtuzsza przezy-
walnos¢ [Albrecht i Lazowska, 2001; Torres i wsp., 2000].

—  Zdolno$¢ wytwarzania enzymow — enzymy te umozliwiaja przezycie w kwasnym §ro-
dowisku zotadka oraz uszkadzaja nablonek blony §luzowej zotadka. Do nich naleza:
ureaza — hydrolizujaca mocznik, katalaza, proteaza, oksydaza, gamma-glutamylo-
transpepty-daza, fosfolipaza A i C, glikosulfataza, dysmutaza nadtlenkowa oraz fosfata-
za alkaliczna [Albrecht i Lazowska, 2001; Jagusztyn-Krynicka i wsp., 1999].

—  Zdolno$¢ wytwarzania cytotoksyny wakuolizujacej VacA — jest to jeden z czynnikow
powodujacych uszkodzenie btony $luzowej zotadka, co wyraza si¢ stanem zapalnym,
nadzerkami i owrzodzeniami [Jagusztyn-Krynicka i wsp., 2005; Wisniewska, 2003;
Zawilak 1 Zakrzewska-Czerwinska, 2001].

12



Zdolno$¢ wytwarzania biatka szoku termicznego (Hsp) — biatko to chroni ureaze¢ przed
inaktywacja w kwasnym $rodowisku oraz indukuje wzmozone wydzielanie prozapalnej
interleukiny 8 (IL — 8) [Hunt i Tytgat, 2000; Jagusztyn-Krynicka i wsp., 1999].

Zdolno$¢ syntezy biatka CagA — biatko to jest wysoce immunogenne, pobudza syntezg
interleukin 6 1 8 (IL — 6 1 IL — 8) oraz wykazuje aktywno$¢ proapoptyczna [Kato i wsp.,
2000; Zawilak i Zakrzewska-Czerwinska, 2001].

Tabela 2
Table 2

Czynniki chorobotworczosci Helicobacter pylori [Wisniewska, 2003]
Helicobacter pylori prevalence factors [ Wisniewska, 2003]

Procesy C;ynmk . Efekt
Processes O.d T Result
Virulence factor
Kolonizacja btony rzgski aktywny ruch
sluzowej cilia active movement
Colonization of ureaza wytwarzanie alkalicznego srodowiska
mucous membrane urease origination of alcaline enviroument
adhezyny adhezja do komorek nabtonka
adhesines adhesion of epithelial cells
Uszkodzenie proteazy degradacja §luzu pokrywajacego nablonek
komoérek proteases degradation of mucous covering epithelium
Cells damage fosfolipaza A niszczenie komorkowych bton fosfolipidowych
phospholipase destruction of phospholipid cell membranes
VacA wakuolizacja komorek
cell vacuolization
CagA aktywno$¢ proapoptyczna
proapoptotic activity
ureaza wytwarzanie amoniaku (wtasciwosci cytotoksyczne)
urease origination of ammonic (cytotoxic properties)
LPS wlasciwosci proapoptyczne
proapoptotic properties
Hsp indukcja wydzielania IL — 8

induction of IL-8 extretion

Przezycie w orga-
nizmie gospodarza
Survival in host’s
organism

dysmutaza nadtlen-
kowa i katalaza
superoxide dysmutase
and catalase

inaktywacja aktywnych form tlenu, unikanie me-
chanizmu bakteriobdjczego komorek zernych
inactivation of active oxygen forms, avoidance of
phagocytes bactericidal mechanism

Hsp ochrona biatek bakteryjnych
protection of bacterial proteins
LPS »~mimikra antygenowa” — maskowanie antygenow

bakteryjnych
»antigenic mimesis” — masking of bacterial antigens
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Helicobacter pylori
!

przedostanie sie do jamy ustnej
penetration into mouth cavity

chemotaksja w zotadku
chemotaxis in stomach
\A
wnikniecie do $luzu zotadkowego
penetration into gastric mucouns

pokonanie bariery ochronnej $luzu
infiltration through mucouns protective barrier

adherencja do komorek nabtonka Zotgdka
adherence to gastric epithelial cells

uszkodzenie komdrek nabtonkowych
epithelial cells damage

reakcje odporno$ciowe
immunity reactions

Ryc. 1. Mechanizm zakazenia Helicobacter pylori [Malfertheiner i wsp., 1997]
Fig. 1. Helicobacter pylori infection mechanism [Malfertheiner et al., 1997]

W wyniku zakazenia Helicobacter pylori poczatkowo rozwija si¢ ostre zapalenie bto-
ny Sluzowej zotadka, ktore nastepnie przechodzi w zapalenie przewlekte. Powiktaniami
przewlektego zapalenia moga by¢:

—  choroba wrzodowa — wystgpuje u 10—-15% zakazonych,

—  rak zotadka — wystgpuje u 1% chorych z przewlektym zanikowym zapaleniem Zotadka,
—  chioniak zoladka (typu MALT),

—  autoimmunologiczne zanikowe zapalenie zotadka ze ztosliwa niedokrwistoscia,

—  choroba Menatriera.

Wykazano takze, ze istnieje zwiazek pomigdzy zakazeniem Helicobacter pylori
a choroba refluksowa przetyku. Drobnoustrdj ten jest takze odpowiedzialny za stany
zapalne 1 owrzodzenia dwunastnicy [Albrecht i Lazowska, 2001; Archer i wsp., 1998;
Donati i wsp., 2000; Lawniczak i Starzynska, 2002; Wtlodarek i wsp., 2001; Wytyczne
opracowane przez Grupg Robocza Polskiego Towarzystwa Gastroenterologii, 2001].

Obecnie prowadzone sa badania nad wptywem zakazenia H. pylori na wystgpowanie
niezwiazanych z przewodem pokarmowym chorob, takich jak: alergii u dzieci [Corrado
i wsp., 1998], choroby wiencowej i zawatu migénia sercowego [Koenig i wsp. 1999;
Pollicano i wsp., 1999], migreny [Gasbarrini i wsp., 2000], choréb dermatologicznych
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oraz immunologicznych [De Luis i wsp., 1998; Wytyczne opracowane przez Grupg Ro-
bocza Polskiego Towarzystwa Gastroenterologii, 2001].

Helicobacter heilmannii

W 1987 roku Dent i wsp. odkryli w zotadku cztowieka bakterig¢ ksztattu spiralnego,
ktéra nazwali Gastrospirillum hominis. Od tego momentu wielu badaczy prowadzito
intensywne badania nad rola tych drobnoustrojéw w rozwoju choréb zotadka i dwunast-
nicy, w tym K. Heilmann i F. Borchard. W uznaniu zastug K. Heilmannna w tej dziedzi-
nie zmieniono pierwotng nazwe tej bakterii na Helicobacter heilmannii [O’Rourke i
wsp., 2001].

Jest to drobnoustroj nieco wigkszy od H. pylori, ksztattu spiralnego (przypomina kor-
kociag), posiadajacy 5-8 skretow, dlugosci 5,5-7,5 pm i $rednicy ok. 0,5 um, majacy
8—12 wici na biegunach [Iwanczak i wsp.,1998]. Niektorzy autorzy wyodrgbniaja 2 pod-
typy H. heilmannii: Helicobacter heilmannii typu 1 wykazujacy filogenetyczne podo-
bienstwo do ,, Candidatus Helicobacter suis” oraz typu 11, spokrewniony z Helicobacter
bizzozeronii, Helicobacter salomonis oraz Helicobacter felis [Baele 1 wsp., 2004].

Helicobacter heilmannii wystgpuje w zotadku psoéw, kotow, geparddw, szczurdw,
$win, réznych gatunkow naczelnych, natomiast rzadko u ludzi [Fox, 2002]. Zdaniem
Heilmanna i Borcharda czgsto$¢ wystegpowania zakazenia u ludzi waha si¢ w granicach
od 0,25 do 0,6%. Jednakze w Tajlandii i Chinach u 6% chorych stwierdzono zakazenie
H. heilmannii [Heilmann i Borchard, 1991]. Zakazenie tym drobnoustrojem trzykrotnie
czgsciej spotykane jest u mezczyzn [Malfertheiner i wsp., 1997]. H. heilmannii gtéwnie
kolonizuje btong $luzowa trzonu i czgsci przedodzwiernikowej zotadka, nieco rzadziej
spotykany jest w dnie zotadka oraz w dwunastnicy [Andersen, 2001; Iwanczak i wsp.,
1998]. Zakazeniu najczgsciej towarzyszy przewlekte zapalenie btony §luzowej zotadka o
$rednim nasileniu, z umiarkowanym naciekiem limfocytow i komoérek plazmatycznych w
blaszce wilasciwej blony Sluzowej. Przy ostrym zapaleniu spotykane sa nadzerki blony
Sluzowe]j oraz naciek granulocytow obojetnochtonnych. Podczas badania endoskopowe-
go u chorych zakazonych H. heilmannii obserwowane jest przede wszystkim przewlekle
zapalenie zotadka oraz dwunastnicy, natomiast nadzerki i owrzodzenia spotykane sa
znacznie rzadziej. W porownaniu do zapalenia btony $luzowej zotadka wywolanego
przez H. pylori zapalenie na tle infekcji H. heilmannii ma tagodniejsza formg [Iwanczak i
wsp., 1998]. Heilmmann zaobserwowal, ze chorzy zakazeni tym drobnoustrojem skarzyli
si¢ na przewlekty bol w nadbrzuszu, rzadko natomiast spotykano krwawienia z wrzodow
zotadka [Fox, 2002; Heilmann i Borchard, 1991]. Jednak u wigkszosci pacjentéw infek-
cja przebiega bezobjawowo. Rozpoznawanie zakazen tym drobnoustrojem opiera si¢
przede wszystkim na ocenie morfologii tych drobnoustrojow w preparatach mikrosko-
powych oraz na wykrywaniu tego gatunku metoda PCR w wycinkach blony Sluzowe;j
pobranych z Zotadka. Prowadzone proby hodowli in vitro dotychczas bardzo rzadko
konczyly sig sukcesem. Mozna utrzymywac hodowlg in vivo na zwierzgtach laboratoryj-
nych [Solnick, 2003]. Niektorzy autorzy wskazuja na mozliwos$¢ przenoszenia si¢ zaka-
zenia od psow, kotdw i §win na cztowieka [Simpson i Burrows, 1997].
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Helicobacter felis

W 1987 roku Lee i wsp. wyizolowali z blony §luzowej zotadka kotow spiralnie skre-
cony, z biegunowo potozonymi witkami, ureazo-, katalazo- i oksydazododatni drobno-
ustrdj [Paster i wsp., 1991]. Byly to cechy charakterystyczne dla Helicocbacter spp.
Na podstawie dalszych badan, uwzgledniajacych analiz¢ sekwencjonowania 16S rRNA
i dalsza charakterystyke biochemiczna, mikroorganizm nazwano Helicobacter felis [Lee
i Megraud, 1996]. W oparciu o badania w mikroskopie elektronowym bakterie o podob-
nej morfologii znaleziono takze w zotadkach psow, swin, leopardow i szczurdw [Paster
i wsp., 1991]. Zaobserwowano, ze zakazenie H. felis indukuje nowotwor u transgenicz-
nych myszy. Drobnoustrdj ten w wycinkach btony $luzowej zotadka pobranych od ludzi
stwierdzany jest sporadycznie. Helicobacter felis wykazuje w 96% zgodno$¢ homolo-
giczng z Helicobacter pylori [Simpson i Burrows, 1997]. Jest to bakteria dhugosci 5 —
7,5 pum i szerokosci ok. 0,4 um, z 14-20 dwubiegunowo potozonymi witkami [Hua
i wsp., 1999].

Helicobacter canis

Drobnoustrdj ten po raz pierwszy wyizolowany zostat z katu dzieci z zapaleniem Zo-
tadka i jelit [Burens i wsp., 1993]. Posiada ok. 4 um dtugosci i 2 dwubiegunowo potozo-
ne witki. Jest to gatunek cechujacy si¢ wysoka odpornoscia na dziatanie zolci. Nie tak
dawno zostal on rowniez wyizolowany z katu zdrowych psoéw i kotéw oraz psow i kotow
z biegunka. Drobnoustréj ten stwierdzono takze u szczenigcia z aktywnym zapaleniem
watroby [Foley i wsp., 1999; Fox, 2002; Fox i wsp., 1996; Stanley i wsp., 1993]. Jednym
z kierunkéw prowadzonych obecnie badan jest ustalenie, czy psy i koty moga by¢ rezer-
wuarem zarazka stanowiacym zagrozenie dla cztowieka [Stanley 1 wsp., 1993]?

Helicobacter suis

Drobnoustrdj ten moze wywotywac chorobg wrzodowa zotadka u $win, co zostato
potwierdzone badaniami endoskopowymi, histopatologicznymi i mikrobiologicznymi.
H. suis wykazuje 99,5% homologii z H. heilmannii [De Groote, 1999].

Helicobacter mustelae

Jest to drobnoustrdj wystepujacy u fretek, ktory morfologicznie, fenotypowo, bio-
chemicznie i molekularnie zblizony jest do Helicobacter pylori. Zakazenie doustne fretek
Helicobacter mustelae wywotuje przewlekle zapalenie Zotadka, podobne do obserwowa-
nego u zwierzat naturalnie zakazonych. Drobnoustrdj ten odpowiedzialny jest za rozwoj
gruczolakoraka zotadka oraz chtoniaka zotadka typu MALT u tych zwierzat. U wigkszo-
sci fretek w wieku powyzej 6 tyg. w zoladku stwierdzany jest Helicobacter mustelae
[Sapierzynski i Malicka, 2004; Suerbaum i wsp., 1992].

Helicobacter cinaedi oraz Helicobacter fennelliae

W 1984 roku zostaly wyizolowane z wymazow odbytniczych homoseksualistow z
zapaleniem jelita grubego mikroaerofilne drobnoustroje o cechach morfologicznych
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podobnych do bakterii z rodzaju Campylobacter, ktére nazwano Campylobacter — like
organisms — CLO. Nastgpnie, na podstawie homologow DNA, bakterie te podzielono na
3 grupy. Do grupy pierwszej, okreslanej jako CLO — 1A, zaliczono Helicobacter cinaedi,
wczesniej sklasyfikowane jako Campylobacter cinaedi; do grupy drugiej — CLO — 2 —
Helicobacter fennelliae. Grupg trzecia — CLO — 3 tworza nadal nicokre$lone organizmy
[On i Holmes, 1995].

H. cinaedi izolowano gtéwnie od chorych z uposledzona odpornoscia (nosicieli wiru-
sa HIV) [Trivett-Morre i wsp., 1997], osob dorostych oraz dzieci [Vandamme i wsp.,
1990]. Zakazenie tym drobnoustrojem moze przebiegaé¢ bezobjawowo lub obserwowane
sa objawy podobne do zakazen Campylobacter jejuni: goraczka, béle brzucha oraz bie-
gunka. W celu wyjasnienia patogenezy infekcji H. cinaedi zakazono doustnie makaki. U
zwierzat tych wystapily: bakteriemia oraz biegunka. W badaniach anatomopatologicz-
nych stwierdzono zapalenie okreznicy. Wykazano takze, ze drobnoustroje te maja zdol-
no$¢ wnikania w glgbsze warstwy blony $luzowej jelita [Fox i wsp., 2001]. H. cinaedi
zostat wyizolowany takze z jelit chomikow i tym samym zasugerowano, ze zwierzgta te
moga by¢ rezerwuarem zarazka i stanowi¢ zrodto zakazenia dla cztowieka [Fox i wsp.,
1998]. Obecnos¢ tego drobnoustroju zostata rowniez wykazana w kale psow i kotow
[Kielbauch i wsp., 1994].

Helicobacter fennelliae (wcze$niej okreslany jako Campylobacter fennelliae), podob-
nie jak H. cinaedi, zostal po raz pierwszy wyizolowany z wymazow z odbytnicy u homo-
seksualistow z zapaleniem okr¢znicy. Drobnoustroj ten, w odrdéznieniu od H. cinaedi,
nie wywotuje bakteriemii u 0s6b dorostych. Obecnos¢ H. fennelliae wykazano takze w
kale pséw 1 makakow [Fox, 2002].

Helicobacter pullorum

Drobnoustrdj ten zostal wyizolowany z jelit zdrowych kurczat oraz z watroby i jelit
kurczat z zapaleniem watroby. Ponadto wykazano jego obecnos$¢ w kale ludzi z zapale-
niem zotadka i jelit [Burens i wsp., 1993; Burens i wsp., 1994]. H. pullorum wytwarza
cytoletalng toksyng rozciagajaca (CDT), podobna do toksyny produkowanej przez
H. pylori. Toksyna ta powoduje wakuolizacj¢ komorki, nieprawidlowosci w budowie
cytoszkieletu oraz zahamowanie cyklu komérkowego [Young i wsp., 2000]. W zwiazku
z tym, ze kurczeta sa gtdwnym rezerwuarem Campylobacter jejuni i stanowig zrodto
zakazenia dla Iudzi, przypuszcza si¢, ze kurczgta zakazone Helicobacter pullorum takze
moga stanowi¢ zagrozenie dla czlowieka [Fox, 2002; Solnick i Schauer, 2001]. W
zwiazku z trudno$cia w réznicowaniu Campylobacter od Helicobacter za pomoca ruty-
nowych testow biochemicznych — zakazenia u ludzi, wywotane spozywaniem niedogo-
towanego migsa, rozpoznane jako infekcje Campylobacter, moga by¢ btednie zdiagno-
zowane [Fox, 2002].

Helicobacter canadensis

Ostatnio w Kanadzie w 4 przypadkach drobnoustroje wczesniej rozpoznane jako
Helicobacter pullorum, na podstawie badan molekularnych, w ktérych wykazano znacz-
ne roznice w sekwencji DNA, okre$lono jako Helicobacter canadensis. Ich rezerwuarem
byt dréb. Drobnoustroje te charakteryzuja si¢ niewytwarzaniem cytoletalnej toksyny
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rozciagajacej (CDT), opornoscia na kwas nalidyksowy oraz brakiem zdolnosci do hy-
drolizy octanu indoksylu [Fox, 2002; Fox i wsp., 2000].

Helicobacter rappini

Obecnos¢ Helicobacter rappini (zwanego dawniej Flexispira rappini) po raz pierw-
szy wykazano u 0sob z przewlekla biegunka i u ich zwierzat domowych [Derwish i wsp.,
2000]. Nastepnie stwierdzono, ze bakterie te wystgpuja powszechnie w jelitach u matych
gryzoni. Drobnoustroje te wywotuja bakteriemig, co udowodniono zakazajac ekspery-
mentalnie §winki morskie, u ktorych po 15 tyg. wyhodowano H. rappini z krwi [Fox,
2002; Schauer i wsp., 1993; Solnick i Schauer, 2001].

Helicobacter westmeadii

Helicobacter westmeadii zostat wyhodowany z krwi 2 chorych zakazonych wirusem
HIV. Jest to drobnoustr6j bardzo podobny pod wzgledem morfologicznym i biochemicz-
nym do H. cinaedi. Gatunki te zréznicowano na podstawie badan molekularnych oraz
zdolnosci wzrostu w warunkach beztlenowych, jaka wykazuje Helicobacter westmeadii
[Fox, 2002; Trivett-Moore i wsp., 1997].

Helicobacter bilis

Helicobacter bilis poczatkowo stwierdzano w z6lci, watrobie i jelitach dorostych my-
szy. Nastepnie zostal wyizolowany u psow, kotow i szczurow. W wyniku eksperymen-
talnego zakazania tym drobnoustrojem myszy i szczuréw z niedoborem odpornosci
dochodzito do rozwoju zespolu nadwrazliwego jelita i zapalenia watroby. Helicobacter
bilis wykryto takze w zotci i pgcherzyku zotciowym u mieszkancow Chile z chronicz-
nym zapaleniem woreczka zotciowego. Wskazuje to na udzial tej bakterii w rozwoju
chordb watroby i drog zoétciowych u ludzi [Fox i wsp., 1998; Zhongming i wsp., 2001].

Helicobacter hepaticus

Zostat odkryty w 1992 r. przez patologow Narodowego Instytutu Raka w USA
[Ward, 1994]. Jest to najlepiej poznany gatunek watrobowo-jelitowy. U myszy wywotuje
zapalenie jelita grubego oraz guzy w watrobie (hepatocellular tumor). Stanowi takze
zagrozenie dla czlowicka. W przebiegu zakazenia u myszy obserwowano ogniskowe,
nieropne, nekrotyczne zapalenie watroby, przechodzace w postaé przewlekta, z hiperpla-
zja komorek watrobowych oraz zmianami zapalnymi i nekrotycznymi w drogach zotcio-
wych. Sposob w jaki Helicobacter hepaticus przemieszcza si¢ z jelita do watroby, nie
jest poznany. Sugerowano, ze drobnoustroje te moga wnika¢ do watroby z makrofagami
tkankowymi i rozprzestrzenia¢ si¢ droga naczyn krwiono$nych do przewodéw zotcio-
wych. Potencjalnym czynnikiem wirulencji H. hepaticus jest cytoletalna toksyna rozcia-
gajaca. Bakteria ta ma takze drugi mechanizm cytotoksyczny, tzw. cytotoksyn¢ granulo-
cytarng, ktora jest biatkiem termolabilnym i powoduje wakuolizacje komorek watroby
[Young i wsp., 2000].
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Tabela 3

Table 3
Whasciwosci biochemiczne wybranych gatunkow Helicobacter
(,,+7- reakcja dodatnia, ,.—— reakcja ujemna)
Biochemical properties of selected Helicobacter spp.
(,,+” — positive reaction, ,.— — negative reaction)
Wytwarzanie Hydroliza
Production of Hydrolysis of
gamma-glu- | Redukcja
Helicobacter tamylotrans- azotu fosfgtazy. octanu
. alkalicznej | .
spp. katalazy|oksydazy | ureazy | peptydazy | Nitrogen alcaline indoksylu
catalase | oxidase | urease | gamma-glu- | reduction hos- indoxyl
tamylotranspe P acetate
. phatase
ptidase
H. pylori + + + + - + -
H. felis + + + + +
H. salomonis + + + brak danych + + +
no data
H. bizzozeronii + + + + + + +
H. mustelae + + + + + + +
H. canis 3 N 3 brak danych ) N N
no data
H. fennelliae + - - - + -
H. cinaedi + + — - +/— - -
brak danych
+ + - + - -
H. pullorum 10 data
brak da-
H. rappini + + + + - - nych
no data
H. bilis + + + + + — -
H. hepaticus + + + - + - +

Bakterie z rodzaju Helicobacter w zotadku pséw i kotéow

W 1881 roku Rappin opublikowatl pierwsze doniesienie o wystgpowaniu spiralnych
bakterii w zotadku zwierzat migsozernych. W 1893 roku zostato to potwierdzone przez
Bizzozero, ktory wykazat ich obecno$¢ w btonie §luzowej zotadka psoéw. Z kolei w 1896
roku Salomon opisal wystgpowanie spiralnych drobnoustrojow u psow, kotow i szczuréw
[Lecoindre i wsp., 2000; Salomon, 1896]. W 1911 roku wykazano obecnos$¢ bakterii
ksztattu spiralnego w §luzie zotadkowym zdrowych pséw i nazwano je Spirochetae
regaudi [Weber, 1958].

Po potwierdzeniu obecno$ci drobnoustrojow o morfologii Helicobacter (GHLO — ga-
stric Helicobacter — like organisms) w zotadkach psow i kotow podjeto probe ich sklasy-
fikowania w oparciu o wyglad kolonii, sekwencjg¢ RNA, profil biatkowy oraz wyglad w
mikroskopie elektronowym. Na tej podstawie potwierdzono obecno$¢ w zotadku pséw —
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Helicobacter felis, Helicobacter heilmannii, Helicobacter bizzozeronii, Helicobacter
billis, Flexispira rappinii oraz Helicobacter salomonis, a u kotow Helicobacter felis,
Helicobacter heilmannii 1 Helicobacter pylori [Lecoindre i wsp., 2000; Norris i wsp.,
1999; Simpson, 1999; Simpson i Burrows, 1997; Sobczynska-Rak i Rozanska, 2004;
Strauss-Ayali i Simpson, 1999]. W opinii niektorych autorow Helicobacter bizzozeronii
spotykany w zotadku psow jest tozsamy z Helicobacter heilmannii stwierdzanym u ludzi
[Meining i wsp., 1998].

Zakazenia Helicobacter spp. w zotadku pséw i kotow naleza do powszechnie spoty-
kanych. W przeprowadzonych badaniach potwierdzono obecno$¢ tych drobnoustrojow w
tym narzadzie, u: 60—86% losowo wybranych kotow, 57-76% kotdéw z objawami wymio-
tow, 67-86% klinicznie zdrowych psow, 74-80% psow z objawami wymiotow oraz u
100% zdrowych psow rasy beagle [Happonen i wsp., 2000; Jergens, 2002; Konturek,
1996; Simpson, 1999; Simpson i Burrows, 1997]. Drobnoustroje te izolowano z btony
Sluzowej zotadka zwierzat zdrowych, jak i z blony Sluzowej zotadka objetego procesem
chorobowym. Bakterie te spotykano zarowno w czgSci wpustowej, dennej, trzonie, jak
i w czeSci odzwiernikowej zotadka [Happonen i wsp., 1998; Henry i Long, 1987; Her-
manns i wsp., 1995; Lecoindre i wsp., 2000; Simpson i Burrows, 1997; Simpson, 1999;
Simpson i wsp.,1999; Simpson i wsp., 2000; Yamasaki i wsp., 1998].

Coraz czeSciej pojawiaja si¢ opinie, ze psy i koty moga by¢ rezerwuarem tych drob-
noustrojow i stanowi¢ zrodlo zakazenia dla ludzi [Heatley, 1999; Simpson i Burrows,
1997].

Dotychczas nie wyjasniono jednoznacznie roli zakazen Helicobacter spp. w rozwoju
chorob zotadka u pséw i kotow. Stan wiedzy na ten temat jest niewystarczajacy, a samo
zagadnienie nadal aktualne.

Wykrywanie zakazen Helicobacter pylori u ludzi

Do wykrywania zakazen Helicobacter pylori u ludzi stosowane sg metody inwazyjne
— zwiazane z wykonaniem gastroskopii i pobraniem wycinkéw blony $luzowej do dal-
szych badan laboratoryjnych oraz metody nieiwazyjne, takie jak: ureazowy test odde-
chowy, badania serologiczne, wykrywanie obecnosci bakterii w kale.

Ureazowy test oddechowy (UBT, urea breath test)

Polega na wykrywaniu aktywnosci ureazy wytwarzanej przez H. pylori, ktora rozkta-
da wprowadzony do zotadka mocznik, znakowany izotopami wegla *C (trwaty, niera-
dioaktywny) lub "*C (stabo radioaktywny). Powstaty w wyniku hydrolizy substratu *CO,
lub "CO,, po przeniknigciu przez warstwe $luzu i nablonek zotadka, dostaje sie do
krwiobiegu, a nastgpnie z krwia do phuc i jest wydychany z powietrzem, gdzie mozna go
wykryé za pomoca odpowiednich urzadzen. Izotop '*C wykrywany jest za pomoca zwy-
ktych licznikow scyntylacyjnych, dostgpnych w wigkszosci szpitali, jednak ze wzglgdu
na radioaktywno$¢ jego zastosowanie ma pewne ograniczenia. Z kolei pomiar stgzenia
catkowicie bezpiecznego izotopu *C wymaga specjalistycznego sprzetu — spektografu
masowego [Logan, 1998; Heatley, 1999].
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*
carbon isotope labeled urea znakowany COZ W
. : wydychanym powietrzu
zotadek labeled CO: in exhaled air
gaster

Helicobacter (ureaza) ‘ krew Pluca

Helicobacter (urease) ‘ Klésd lungs
* * :D*
mocznik ) COZ Coz Coz

o w
|

Ryc. 2. Zasada dziatania ureazowego testu oddechowego
Fig. 2. Mechanism of breath urease test action

Badania serologiczne

Polegaja na wykrywaniu przeciwcial przeciwko antygenom H. pylori, glownie klasy
IgG i IgA [Aceti i wsp., 1991; Andersen i wsp., 1996; Crabtree, 1996; Gosciniak, 1992;
Jagusztyn-Krynicka i wsp., 2005; Rechcinski i wsp., 1997]. W tym celu opracowano
nieinwazyjne testy wykorzystujace rézne odczyny serologiczne: hemaglutynacj¢ bierna
[Nilius i wsp., 2001], szybka aglutynacj¢ lateksowa [Lozniewski i wsp., 1996], immuno-
fluorescencjg [Best i wsp., 1992]. Obecnie najczgsciej stosowany jest test ELISA
[Goodwin i1 wsp., 1987] oraz technika Western-blot [Faulde i wsp., 1993]. Materialem
biologicznym, w ktérym wykrywane sa przeciwciala anty-Helicobacter pylori, moga
by¢: petna krew, surowica, $lina, sok zotadkowy, mocz oraz kat [Alemohammad i wsp.,
1993; Birkholz i wsp., 1998; Gosciniak, 1992; Luzza i wsp., 1995; Nilsson i wsp., 2000;
Reilly 1 wsp., 1997; Tinnert i wsp., 1998]. W ocenie uzyskanych wynikéw nalezy wziaé
pod uwagg, ze przeciwciala wykrywane sa jeszcze przez pewien czas po skutecznej li-
kwidacji drobnoustrojow z zotadka [Dzieniszewski i Jarosz, 2000; Heatley, 1999; Kontu-
rek i wsp., 1996; Travis i wsp., 2000]. Zaleta badan serologicznych, na podstawie ktd-
rych oceniana jest ogolnoustrojowa odpowiedZ organizmu na zakazenie paleczkami
Helicobacter pylori, w porownaniu do metod wykorzystujacych wycinki blony §luzowe;j
zotadka, jest mozliwos¢ uniknigcia wynikow fatszywie ujemnych przy glebszym umiej-
scowieniu w niej drobnoustrojow i jednocze$nie zbyt powierzchownym pobraniu biopta-
tow oraz zredukowanej ich liczbie, w wyniku przyjmowania lekow.

Wykrywanie obecnosci Helicobacter pylori w kale

W tym celu wykonywano posiew katu i drobnoustroje hodowano na sztucznych pod-
tozach, w okreslonych warunkach. Jednak takie postgpowanie obecnie jest rzadko stoso-
wane ze wzgledu na niska jego czutosc¢, ktdra wynosi od 30 do 50% [Heatley, 1999].
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Obecnie prowadzone sa prace nad opracowaniem metodyki badania katu technika
PCR [Shubert i wsp., 2002]. Wykrywanie materialu genetycznego bakterii Helicobacter
pylori w kale, za pomoca PCR, moze by¢ pomocne nie tylko w rozpoznawaniu zakazen
tymi drobnoustrojami, ale takze w monitorowaniu skutecznosci leczenia eradykacyjnego.

Wykrywanie obecnosci Helicobacter pylori w wycinkach
blony sluzowej zotadka

Szybki test ureazowy

Zasada testu opiera si¢ na wykrywaniu aktywnosci ureazy wytwarzanej przez Helico-
bacter pylori. Enzym ten rozktada mocznik zawarty w podtozu do amoniaku. Jony amo-
nowe (NH;") powoduja alkalizacje $rodowiska, zmieniajac barwe dodanego do podtoza
wskaznika. Najczg$ciej stosowanym wskaznikiem jest czerwien fenolowa, ktoéra przy
wzroscie pH zmienia barwg z zottej na r6zowa lub czerwona. Obecnie najczgsciej stoso-
wane sa testy paskowe, w ktorych nosnikiem substratu i indykatora jest bibuta [Malfer-
theiner 1 wsp., 1997; Rogge i wsp., 1995; Yousfi i wsp., 1997]. Na paski bibutlowe nano-
szone sg wycinki blony §luzowej, nastgpnie dodawane sa 2 krople wody destylowanej lub
ptynu fizjologicznego i po okreslonym przez producenta testu czasie odczytywany jest
wynik.

wycinek btony
$luzowe zotadka
gastric bioptate

NH: Helicobacter
1 py I.'I.r__ )

I | (urease)
NH: '

C. =
podioze zawierajace ]| I | |
|
|

mocznik
medium in urea

: : zmiana pH podioza :
| | change of medium pH

| |

|

Ryc. 3. Zasada dzialania testu ureazowego z wycinkiem btony sluzowej zotadka
Fig. 3. Principle of urease test action with gastric bioptat
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Badanie histopatologiczne

W celu uwidocznienia bakterii o charakterystycznym spiralnym ksztalcie na po-
wierzchni komoérek nabtonkowych i w §luzie pokrywajacym btong §luzowa zotadka pre-
paraty barwione sa metoda Giemsy lub metoda Warthin-Starry’ego z uzyciem srebra
[Dzieniszewski i Jarosz, 2000; Heatley, 1999; Konturek, 1996; Travis i wsp., 2000].
Zadaniem badania histopatologicznego jest takze okreslenie zmian w blonie §luzowej i w
tym celu najczesciej preparaty barwione sa hematoksyling i eozyna [Glupczynski, 1994;
Sapierzynski i Malicka, 2004]. Przy zapaleniu ostrym blony $luzowej Zotadka naciek
zapalny tworza neutrofile, a przy zapaleniu przewleklym limfocyty i komorki plazma-
tyczne [Lee i Megraud, 1996].

Nalezy podkresli¢, ze obecnie w rozpoznawaniu i ocenie zapalen blony sluzowej zo-
tadka u ludzi stosowana jest wytacznie klasyfikacja Sydney, opracowana na IX Swiato-
wym Kongresie Gastroenterologii w 1990 r. w Sydney [Dixon i Sobala, 1992; Sapierzyn-
ski 1 Malicka, 2004]. System ten zostat udoskonalony w 1994 r. podczas obrad w Hou-
ston (Houston Gastritis Workshop). Uwzglednia on obraz endoskopowy i histologiczny
btony $luzowej zotadka. W opisie histologicznym zawarta jest czgs¢ etiologiczna, topo-
graficzna i morfologiczna.

Badanie mikrobiologiczne

Wycinki btony $luzowej zotadka posiewane sa na podtoza mikrobiologiczne (np.
Brucella agar, Columbia agar) wzbogacone 7-10% dodatkiem zhemolizowanej krwi
konskiej lub baraniej. Do podtozy dodawane sa takze antybiotyki, takie jak: amfoterycy-
na B, wankomycyna, polimiksyna oraz timetoprim, ktore ograniczaja wzrost flory towa-
rzyszacej. Inkubacja posianych ptytek prowadzona jest w temp. 37 °C, w warunkach
mikroaerofilnych, przez 7-10 dni. Wyhodowane drobnoustroje klasyfikowane sa na
podstawie wygladu kolonii, testow biochemicznych i oznaczana jest ich wrazliwos$¢ na
antybiotyki [Dzieniszewski i Jarosz, 2000; Happonen i wsp., 1998; Heatley, 1999].

Inne mozliwosci wykrywania zakazen Helicobacter pylori

W celu wykrywania zakazenia Helicobacter pylori moze mie¢ takze zastosowanie
badanie wycinkéw blony §luzowej zotadka technika PCR [Bamford i wsp., 1998; Ham-
mar i wsp., 1992] oraz w mikroskopii elektronowej [Sapierzynski i Malicka, 2003; Sapie-
rzynski i Malicka, 2005; Sapierzynski i wsp., 2003; Simpson i wsp., 1999].

Wykrywanie zakazen Helicobacter spp. u psow i kotow

Sposrdéd nieinwazyjnych metod wykrywania zakazen zotadka Helicobacter spp.
u pséw stosowano urcazowy test oddechowy [Cornetta i wsp., 1998] oraz badania sero-
logiczne [Strauss-Ayali i wsp., 1999]. Najczesciej jednak, u tych gatunkéw zwierzat
domowych, do tego celu wykorzystywane sa metody inwazyjne.

Odkrycie przez Warrena i Marshalla zwiazku migdzy kolonizacja btony §luzowej Zo-

tadka i dwunastnicy drobnoustrojami Helicobacter pylori a przewleklym zapaleniem
i wrzodami tych narzadéw u ludzi — w znaczacy sposob zmienito dotychczasowe pode;j-
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$cie do tych choréb, przede wszystkim w aspekcie diagnostycznym i terapeutycznym.
Od tego momentu w leczeniu ww. chorob, oprocz preparatow zobojgtniajacych pH soku
zotadkowego oraz zmniejszajacych wydzielniczo$é blony sluzowej zaczeto stosowac leki
przeciwbakteryjne skierowane przeciwko Helicobacter pylori — jest to tzw. postgpowanie
eradykacyjne. W zwiazku z tym, Ze bakteria ta zostala uznana za czynnik uszkadzajacy
btong §luzowa zotadka i dwunastnicy, co w konsekwencji moze prowadzi¢ m.in. do roz-
woju zapalenia, wrzodéw oraz nowotworow tych narzadéw, w postgpowaniu diagno-
stycznym zaczeto poszukiwaé metod stuzacych do wykrywania zakazenia tym drobno-
ustrojem. Wynikiem tego jest opracowanie i ciagle doskonalenie inwazyjnych i nieinwa-
zyjnych metod rozpoznawania infekcji Helicobacter pylori u ludzi [Heatley, 1999; Mal-
ferheiner 1 wsp., 1997; Simpson i Burrows, 1997; Wisniewska 2003].

Od momentu poznania niekorzystnego wptywu Helicobacter pylori na btong §luzowa
zotadka u Iudzi rozpoczgto poszukiwania drobnoustrojow z rodzaju Helicobacter u zwie-
rzat, w tym zwlaszcza u psow i kotdw. Pomimo badan, ktére wykazaty, ze drobnoustroje
Helicobacter spp. w blonie §luzowej zotadka psow 1 kotdw wystepuja powszechnie, do
dnia dzisiejszego nie wyjasniono jednoznacznie ich patogennego wpltywu na rozwoj
chordéb zotadka u tych zwierzat [Hwang i wsp., 2002; Sapierzynski i Malicka, 2003;
Simpson i Burrows, 1997; Wiinberg i wsp., 2005].
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2. CEL BADAN

Celem badan bylo:

1) okreslenie czgstoSci wystgpowania drobnoustrojow z rodzaju Helicobacter w zo-
tadku psow i kotow,

2) zastosowanie i ocena przydatnos$ci inwazyjnych metod rozpoznawania zakazen
zotadka bakteriami Helicobacter spp. u psow i kotow,

3) identyfikacja gatunkowa spiralnych drobnoustrojéw stwierdzanych w zotadku psoéw
i kotow,

4)  okreslenie roli drobnoustrojow z rodzaju Helicobacter w powstawaniu zmian pato-
logicznych zotadka psow i kotow.
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3. MATERIAL | METODY

Badaniami objgto 241 zwierzat, ktére podzielono na dwie grupy A i B. Grupg A sta-
nowito 157 psow, a grupeg B — 84 koty. Zardéwno w grupie A, jak i w grupie B utworzono
dwie podgrupy: 11 II. W ten sposob powstaty cztery podgrupy: Al, All oraz Bl i BII.

Podgrupy Al i BI (kontrolne) utworzono ze zwierzat zdrowych, u ktorych na podsta-
wie wywiadu, badania klinicznego, wynikow badan hematologicznych i biochemicznych
krwi nie stwierdzono zadnych zaburzen w funkcjonowaniu organizmu oraz podczas
badania endoskopowego (ocena makroskopowa) nie obserwowano zmian w blonie §lu-
zowej zotadka, uznajac ja za normotypowa.

Podgrupy AII i BII (doswiadczalne) utworzono ze zwierzat z objawami dyspeptycz-
nymi wskazujacymi na choroby zotadka (wymioty o réoznym charakterze, zmniejszony
lub brak apetytu, zmienny apetyt, postgpujaca utrata masy ciala, fetor ex ore, bolesnosc¢
okolicy zotadka). Do podgrup tych wiaczono takze zwierzgta nie wykazujace powyz-
szych objawoéw klinicznych, ale u ktérych podczas gastroskopii obserwowano makro-
skopowe zmiany w btonie §luzowej wskazujace na zapalenie zotadka.

Podgrupa Al liczyta 20 pséw, roznej rasy i ptci, w wieku od 6 mies. do 17 lat; AIl — 137
pséw, roéznej rasy i pici, w wieku od 2 mies. do 17 lat; BI — 20 kotdw, rdznej rasy i pici, w
wieku od 6 mies. do 12 lat, a BII — 64 koty, rdznej rasy i ptci, w wieku od 6 mies. do 13 lat.
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Badania laboratoryjne krwi

W badaniach hematologicznych krwi oznaczano: liczbg leukocytow (WBC), erytro-
cytow (RBC), liczbe hematokrytowa (Hct, Ht), poziom hemoglobiny (HGB, Hb), a w
badaniach biochemicznych: aktywnos$¢ aminotransferazy alaninowej (ALT, GPT), ami-
notransferazy asparaginianowej (AST, GOT), fosfatazy alkalicznej (ALP, AP, FA) oraz
poziom mocznika i kreatyniny. Przyjeto nastepujace wartosci referencyjne (Laboratorium
Analityczne Katedry Chorob Wewngtrznych i Pasozytniczych z Klinika Choréb Koni,
Psow i Kotow AR we Wroctawiu): dla psow — WBC 7,0-15 G/1; RBC 5,5-8,9 T/I; Hct
0,37-0,55 1/1; HGB 7,5-11,8 mmol/l; ALT 9-70 U/I; AST 5-50 U/l; ALP 20-155 U/l
mocznik 3,3-8,9 mmol/l: kreatynina 88—159 pmol/l; dla kotow — WBC 6,5-19,5 G/I;
RBC 5,5-10,0 T/1; Het 0,25-0,47 I/I; HGB 5,0-10,6 mmol/l; ALT 20-107 U/I; AST 21—
56 U/1; ALP 23-107 U/l; mocznik 5,4—10,4 mmol/l; kreatynina 80—229 pumol/l.

Badania hematologiczne wykonano aparatem ABX MICROS 60-OT, a badania bio-
chemiczne aparatem POINT 80.

Badania radiologiczne i ultrasonograficzne jamy brzusznej

Zwierzgta z podgrup All i BII z objawami klinicznymi, przed wykonaniem gastro-
skopii, kierowano do pracowni radiologicznej w celu wykonania badania radiologiczne-
go i/lub ultrasonograficznego jamy brzusznej. Badania radiologiczne wykonano aparatem
Multax 320 (XD — 18), a badania ultrasonograficzne aparatem Hitachi EUB 405, za po-
moca glowicy elektronicznej konweksowej 5 MHz.
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Badanie endoskopowe zotadka

Przygotowanie sprzetu endoskopowego

Gastroskopi¢ wykonywano fiberoskopem pediatrycznym Olympus GIF XQ 20 (dtu-

gos¢ robocza 100 cm, $rednica 9,8 mm). Wycinki blony $luzowej zotadka pobierano
szczypcami biopsyjnymi Olympus FB-25-K-1 oraz FB-24KR-1. Przed badaniem sprzgt
myto i odkazano zgodnie z przyjetymi nastgpujacymi zasadami:
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a) mycie i dezynfekcja fiberoskopu — wykonywane byly w rgcznej myjni endosko-
powej Olympus TD — 20 i obejmowaty:

sprawdzenie szczelnosci fiberoskopu za pomoca testera szczelnosci OES Olympus
MB - 155,
odlaczenie zaworow wodno-powietrznego i ssacego od fiberoskopu,
umieszczenie fiberoskopu w myjni w 0,8% roztworze detergentu enzymatycznego
CIDENZIME*,
podiaczenie fiberoskopu do zaworéw pompy myjni,
mycie endoskopu od zewnatrz,
kilkakrotne przeptukanie kanatéw wodno-powietrznego i roboczego fiberoskopu roz-
tworem detergentu,
czyszczenie kanatu roboczego za pomoca szczoteczki przeznaczonej do tego celu,
ponowne przeplukanie kanatéw wodno-powietrznego i roboczego fiberoskopu roztwo-
rem detergentu,
opréznienie myjni z roztworu detergentu i nalanie do niej wody destylowane;j,
przeptukanie kanatéw wodno-powietrznego i roboczego fiberoskopu woda destylowana,
opréznienie myjni z wody destylowanej,
przedmuchanie kanatéw wodno-powietrznego i roboczego fiberoskopu,
nalanie do myjni preparatu przeznaczonego do odkazania sprzgtu endoskopowego —
CIDEX SOLUTION,
przeplukanie kanaléw wodno-powietrznego i roboczego fiberoskopu roztworem
CIDEX SOLUTION,
pozostawienie zanurzonego w ww. $rodku odkazajacym fiberoskopu na minimum
20 minut (maksymalnie 10 godz.),
osuszenie fiberoskopu od zewnatrz i przedmuchanie kanatéw wodno-powietrznego
i roboczego,
sptukanie endoskopu od zewnatrz i przeplukanie kanalu roboczego jatowym ptynem
fizjologicznym,
przeptukane zaworéw wodno-powietrznego i ssacego w jalowym plynie fizjologicznym
i podtaczenie ich do fiberoskopu.

b) mycie i dezynfekcja szczypiec biopsyjnych:
wstgpne mycie w 0,8% roztworze detergentu enzymatycznego CIDENZIME*,
mycie w myjni ultradzwigkowej BANDELIN SONOREX RK 100 przez 10 min,
plukanie w wodzie destylowane;j,



— odkazanie w roztworze CIDEX SOLUTION przez minimum 20 min (w myjni endo-
skopowej razem z fiberoskopem),
—  osuszenie i przeplukanie w jalowym ptynie fizjologicznym.

Przygotowanie pacjenta

Gastroskopi¢ wykonywano po 24-godzinnej glodéwce oraz 6-godzinnej przerwie w
podawaniu pltynéow bezposrednio przed wziernikowaniem.

Endoskopi¢ wykonywano w znieczuleniu ogdlnym. U pséw stosowano znieczulenie
ztozone, w ktorym do premedykacji pacjenta wykorzystywano ksylazyng w dawce 1-2
mg/kg m.c. z atroping w dawce 0,05 mg/kg m.c., podawane w jednej domigsniowej
iniekcji. Po 10—15-minutowej przerwie do znieczulenia gtdwnego stosowano tiopental,
podawany dozylnie, w dawce poczatkowej 5 mg/kg m.c., a nastgpnie wg efektu dziata-
nia. Do znieczulenia miejscowego btony §luzowej gardta stosowano 2% roztwor lignoka-
iny. W oparciu o ocen¢ odruchéw: powiekowego, zrenicowego, rogowkowego oraz krta-
niowo-gardlowego kontrolowano glgbokos$¢ znieczulenia i adekwatnie uzupetniano anes-
tetyk glowny. U kotéw natomiast do znieczulenia ogdlnego stosowano ksylazyng w
dawce 1-2 mg/kg m.c., atroping w dawce 0,05 mg/kg m.c. oraz ketaming w dawce 10 —
20 mg/kg m.c. (w jednej iniekcji domigsniowe;j).

Gastroskopi¢ przeprowadzano u zwierzecia lezacego na lewym boku. Podczas gastro-
skopii pobierano szczypcami biopsyjnymi z trzonu i czg$ci odzwiernikowe]j zotadka
wycinki btony §luzowej do dalszych badan laboratoryjnych. Z trzonu zotadka pobierano:
1-2 bioptaty do badan mikrobiologicznych, 1 — na szybki test ureazowy, 1-2 do badan
PCR, 1-2 do badan histopatologicznych, 1-2 do badan w mikroskopie elektronowym.
Analogiczna liczbg wycinkow, z takim samym przeznaczeniem, pobierano takze z czgsci
odzwiernikowej zotadka.

Wycinki umieszczano w zalezno$ci od przeznaczenia:

—  szybki test ureazowy — na krazku bibutowym testu i zalewano jalowym ptynem fizjolo-
gicznym (2 krople),

—  badania mikrobiologiczne (hodowla i bezposredni preparat bakteriologiczny) — w jato-
wym plynie fizjologicznym w jalowych proboéwkach i do 2 godz. dostarczano do pra-
cowni mikrobiologicznej lub w podiozach transportowych PORTAGERN PYLORI
i wowczas do kilku godz. dostarczano do pracowni mikrobiologicznej,

—  badania PCR — w jatowych probowkach i zamrazano w temp. —18 °C,

—  badania histopatologiczne — w specjalnych pojemnikach przeznaczonych do tego celu i
zalewano 10% zbuforowanym roztworem formaliny,

—  badania w mikroskopie elektronowym — w szklanych buteleczkach i zalewano aldehy-
dem glutarowym.

Badanie mikrobiologiczne pobranych bioptatéw

Zakazenie Helicobacter spp. ustalano na podstawie badania bakteriologicznego
wycinkow btony §luzowej zotadka w oparciu o:
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Szybki test ureazowy

Dwa wycinki btony $luzowej zotadka (jeden z czgsci odzwiernikowej i jeden z trzo-
nu), bezposrednio po pobraniu, naktadano na bibutowy krazek szybkiego testu ureazo-
wego (producent — Instytut Zywnosci i Zywienia w Warszawie) i zalewano 2 kroplami
jatowego ptynu fizjologicznego. Wyniki testu odczytywano po 30 min i po 1 godz. inku-
bacji w temp. 37 °C. Zmiana zabarwienia krazka z z6ttej na czerwona $wiadczyta o wy-
twarzaniu przez drobnoustroje obecne w bioptatach enzymu ureazy, co jest charaktery-
styczne dla wigkszosci szczepdw Helicobacter spp.

Zasada testu

Ureaza hydrolizuje zawarty w krazku bibutlowym mocznik do dwutlenku wegla
i amoniaku, powodujac alkalizacj¢ srodowiska, a co za tym idzie, zmiang zabarwienia
wskaznika, ktorym jest czerwien fenolowa, z zo6ltej na rézowa lub czerwona.

Bezposredni preparat bakteriologiczny

Z wycinkow blony §luzowej z czgséci odzwiernikowej i trzonu zotadka wykonywano
preparaty bezposrednie barwione metoda Grama.

Technika wykonania preparatu:

1) roztarcie skrawka biopsyjnego migdzy dwoma szkietkami podstawowymi w

kropli ptynu fizjologicznego,

2) suszenie preparatu w temperaturze pokojowej, a nastgpnie utrwalenie w ptomie-

niu palnika,

3) barwienie, uzywajac kolejno nastgpujacych odczynnikow:

a) roztworu fioletu krystalicznego (10 ml nasyconego alkoholowego roztworu
fioletu + 100 ml 1% fenolu) — czas barwienia 2 min.,
b) plynu Lugola (1 g jodu + 2 g jodku potasu + 300 ml wody destylowanej) —
czas barwienia 1 min,
c) 90% alkoholu etylowego — czas barwienia 30 s,
d) fuksyny karbolowej rozcienczonej w stosunku 1:10 — czas barwienia 15 s,
—  roztwor A (fuksyna zasadowa 0,3 g + alkohol etylowy 10 ml),
—  roztwor B (fenol 15 g + woda destylowana 95 ml),

4)  wysuszenie preparatu w bibule.

Tak przygotowane preparaty ogladano w mikroskopie $wietlnym w powigkszeniu
100x, poszukujac spiralnie skr¢conych, zabarwionych na rézowo bakterii. Przyjgto na-
stepujace kryteria oceny ilosci bakterii:

— 7 —do 5 drobnoustrojow w polu widzenia,
-, —o0d5 do 10 drobnoustrojow w polu widzenia,
-+’ —powyzej 10 drobnoustrojow w polu widzenia.

Mikrobiologiczne badania hodowlane

Wycinki z czgsci odzwiernikowej i trzonu zotadka poddawano homogenizacji i po-
siewano na nast¢pujace podtoza wzrostowe:
1) Columbia agar (firmy Difco) z dodatkiem 7% zhemolizowanej krwi konskiej,
2) Podtoze wybidrcze Columbia agar wzbogacone 7% dodatkiem zhemolizowanej
krwi konskiej oraz Helicobacter pylori, selektywnym suplementem (Dent)
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(firmy Oxoid), zawierajacym wankomycyng¢ — 5,0 mg, trimetoprim — 2,5 mg,
cefsulodyng — 2,5 mg i amfoterycyng B — 2,5 mg,

3) podtoze wybidrcze Columbia agar z dodatkiem 7% zhemolizowanej krwi kon-
skiej i wybiorczym suplementem (Skirrow), zawierajacym wankomycyng — 5,0
mg, polimyksyng B — 1250 i.u. 1 trimetoprim — 2,5 mg.

Hodowle inkubowano w temp. 37°C w warunkach mikroaerofilnych (10% CO,, 85%

Ny, 5% O,), przez 5—6 dni. Wyodrebnione szczepy identyfikowano biochemicznie.

Réznicowanie biochemiczne wyizolowanych szczepéw

Wyodregbnione szczepy identyfikowano na podstawie charakterystycznej dla Helico-
bacter spp. morfologii kolonii na podtozu wzrostowym, morfologii komérki w prepara-
cie bezposrednim oraz ich wlasciwosci biochemicznych.

Z wszystkich wyhodowanych drobnych kolonii o morfologii wskazujacej na wzrost
Helicobacter spp. wykonywano preparat barwiony metoda Grama. W przypadku stwier-
dzenia Gram-ujemnych spiralnych drobnoustrojow materiat z ww. kolonii posiewano na
nastepujace podloza: agar z krwia, MacConkey’a, Columbia agar z dodatkiem 7% zhe-
molizowanej krwi konskiej, Columbia agar wzbogacone 7% dodatkiem zhemolizowane;j
krwi konskiej i Helicobacter pylori — selektywnym suplementem oraz Columbia agar
wzbogacone 7% dodatkiem zhemolizowanej krwi konskiej i wybidrczym suplementem.
Izolaty wysiane na agarze z krwia i podtozu MacConkey’a inkubowano w temp. 37 °C w
warunkach tlenowych, a wysiane na podloze Columbia w warunkach mikroaerofilnych,
przez 3-5 dni.

W pierwszym etapie identyfikacji biochemicznej sprawdzano dla Gram-ujemnych
mikroaerofilnych drobnoustrojow zdolno§¢ wytwarzania ureazy, katalazy i oksydazy.

Drobnoustroje, ktore wyrosty na podlozach kontrolnych (agar z krwia i podtoze
MacConkey’a), nie nalezaty do rodzaju Helicobacter. W zwiazku z tym w dalszym eta-
pie ich nie identyfikowano.

Wytwarzanie ureazy — test Christensena

Badanie przeprowadzano na podlozu zawierajacym mocznik, opisanym przez
Christensena, w modyfikacji Hormaeche’a i Munilla.

Sktad podtoza:

Bacto tryptone 20,0 g
NaCl 50¢g
woda destylowana 1000 ml
0,2% roztwor alkoholowy bigkitu bromotymolowego 20 ml
0,2% roztwor alkoholowy czerwieni krezolowe;j 10 ml
mocznik 10,0 g

Badany szczep posiewano na podioze i inkubowano w temp. 37 °C przez 24 godz.
Dodatnim wynikiem testu byta zmiana zabarwienia podtoza na kolor niebieski.
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Zasada testu

Ureaza wytwarzana przez drobnoustroje hydrolizuje mocznik do dwutlenku wggla i
amoniaku. Uwolniony amoniak alkalizuje hodowle, w wyniku czego bigkit bromotymo-
lowy, wchodzacy w sktad podtoza, zmienia zabarwienie z zielonego na niebieskie.

Wytwarzanie katalazy

Wyizolowany szczep umieszczano na szkietku podstawowym i nakrapiano niewielka
ilo$¢ nadtlenku wodoru (H,0O,). Przy probie dodatniej obserwowano uwalnianie peche-
rzykow tlenu.

Zasada testu
Katalaza wytwarzana przez drobnoustroje rozktada nadtlenek wodoru do tlenu i wody.
Wytwarzanie oksydazy cytochromowej

W tym celu uzyto testu firmy OXOID w postaci patyczkow. Jeden koniec patyczka
nasaczony jest roztworem szczawianu N,N—dimetylo-p-fenylodiaminy, roztworem
a-naftolu i kwasem askorbinowym. Do testu uzywano 3—4-dniowej hodowli na podtozu
Columbia z 7% dodatkiem zhemolizowanej krwi konskiej. Koncem patyczka zbierano
delikatnie masg bakteryjna i po 30 s sprawdzano jego zabarwienie. Przy braku zmiany
zabarwienia ocen¢ powtarzano ponownie po 3 min. Zmiana zabarwienia na kolor fiole-
towy $wiadczyta o wytwarzaniu oksydazy cytochromowe;j.

Zasada testu

Oksydaza indofenolowa (cytochrom c) wytwarzana przez niektore drobnoustroje
utlenia p-fenylodiaming do formy zredukowanej i do barwnego produktu oksydacji.

W drugim etapie identyfikacji biochemicznej wykorzystano automatyczny test API
Camp. (BIO MERIEUX), ktéry produkowany jest w postaci paska z tworzywa, na kto-
rym znajduje si¢ 20 mikroprobéwek zawierajacych odwodnione substraty. Z testu API
Camp. (BIO MERIEUX) w identyfikacji szczepow Helicobacter wykorzystano zdolno$¢:
wytwarzania ureazy, hydrolizy alkalicznej fosfatazy oraz redukcji azotu. Zawiesing czy-
stej hodowli rozlewano do probéwek znajdujacych si¢ na pasku i inkubowano w warun-
kach mikroaerofilnych przez 3 dni, w temp. 37 °C. Wynik reakcji okre$lano na podstawie
zmiany zabarwienia wskaznikow.
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zhomogenizowany wycinek btony $luzowej zotadka

homogenized gastric bioptate

U

U U

Columbia agar z Columbia agar z
Columbia agar z 7% dodatkiem 7% dodatkiem
7% dodatkiem zhemolizowane zhemolizowane
zhemolizowane krwi koiiskiej krwi konskiej
krwi koriskiej + selektywny + wybiérezy
suplement suplement
Columbia agar with 7% Columbia agar with 7% Columbia agar with 7%
hemolyzed horse blood hemolyzed horse blood + hemolyzed horse blood +
selective supplement Skirrow supplment

inkubacja w temp. 37°C
incubation at 37°C

U

g U

wyhodowane kolonie bakteryjne

cultured bacterial colonies

U
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wykonanie preparatu barwionego metoda Grama
making of Gram Stained preparation

U

spiralne, zakrzywione, Gram-ujemne drobnoustroje
spiral, curved negative-6ram microorganisms

g 4 4 4

U

Columbia agar z
dodatkiem 7%

Columbia agar z
dodatkiem 7%
zhemolizowane

Columbia agar z
dodatkiem 7%
zhemolizowane

agar z krwia Podioze zhemolizowane; krwi kofiskiej + krwi kofiskiej +
MacConkey'a krwi koriskie] selektywny wybidrezy
suplement suplement
| aqar with bood | MacConkey's Columbia agar with Columbia agar with Columbia agar with
medium 7% hemaolyzed 7% hemalyzed 7% hemolyzed
horse blood horse blood + horse blood +
selective Skirrow supplment
supplement

inkubacja w warunkach
tlenowych
incubation in oxygen conditions

inkubacja w warunkach mikroaerofilnych
inkubation in mikroaerofil conditions

g 4 1

identyfikacja biochemiczna wyhodowanych
drobnoustro jéw
biochemical identification of cultured
microorganisms

Ryc. 6. Schemat mikrobiologicznych badan hodowlanych w kierunku Helicobacter spp.
Fig. 6. Diagram of bacteriological culture examinations towards Helicobacter spp.
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Badanie PCR pobranych bioptatow

Do wykrywania i gatunkowego oznaczania szczepow z rodzaju Helicobacter, oprocz
klasycznej metody PCR, zastosowano réwniez techniki nested-PCR i seminested-PCR,
natomiast do izolacji DNA — technike odwracalnego wiazania na ztozach silikonowych.
Na Wybor metod wplyw mialy:
Niewielka ilo§¢ pobieranego materiatu.
Wycinki zotadka pobierane od kotéw i pséw sa mate (najczgsciej ponizej 10 mg), a
intensywno$¢ ich zakazenia bakteriami z rodzaju Helicobacter moze si¢ waha¢ w
szerokich granicach, cho¢ najczgéciej nie jest wysoka. Przyjeto zatem, ze w bada-
nych wycinkach moze wystgpowac jedynie po kilka komérek Helicobacter spp.

—  Ograniczona mozliwo$¢ hodowli tych drobnoustrojow na podtozach mikrobiolo-
gicznych.
W klasycznych procedurach mikrobiologicznych badany materiat umieszcza sig w
odpowiednio dobranej pozywce, umozliwiajacej namnozenie poszukiwanego pato-
genu w ilo$ciach pozwalajacych na dalsza identyfikacje. W przypadku rodzaju Heli-
cobacter — na podtozach mikrobiologicznych zazwyczaj mozliwe jest namnozenie
jedynie H. pylori, ktory jednak stosunkowo rzadko wystegpuje u psoéw i kotow. Na-
tomiast najcz¢sciej spotykane gatunki H. heilmannii i H. felis bardzo trudno hodo-
wac in vitro.

Izolacja DNA z badanego materiatu

Do izolacji DNA z badanych wycinkéw dla pierwszych 23 prob stosowano kolumny
oraz zestaw odczynnikow "QIAamp DNA mini" (nr kat. 51304) firmy QIAGEN. Poczy-
najac od wycinka oznaczonego nr 24, wymienione materialy zastapiono zestawami ,,Ge-
nomic mini” (nr kat. 116-250) firmy A&A BIOTECHNOLOGY, po uprzednim przepro-
wadzeniu testow, ktore wykazaly zamienno$¢ obu zestawow, przy jednoczesnym lekkim
podniesieniu wydajnosci izolacji DNA. Procedurg izolacji DNA prowadzono zgodnie z
zaleceniami obu producentdow. Ponizej podano najwazniejsze etapy, jednakowe dla obu
metod postgpowania:

— Badane wycinki tkanek trawione sa proteinaza K w temp. 50 °C — 56 °C przez ok. 3
godz. W tym czasie tkanki ulegaja catkowitej maceracji, uwalniajac pojedyncze, buduja-
ce je komorki,

—  Uwolnione komorki lizowane sa detergentem w temp. 70 °C — 75 °C.

—  Lizat komoérkowy nanoszony jest na kolumng ze ztozem wybidrczo wiazacym DNA w
pH nizszym niz 7,5. Wiazanie to jest odwracalne w pH zasadowym.

—  Kolumng dwukrotnie przemywa si¢ buforami usuwajacymi zanieczyszczenia nie zwia-
zane ze zlozem.

—  Kolumng wysyca si¢ 10 mM Tris-HCI, pH 8,5. Zmiana pH powoduje odlaczenie
oczyszczonego DNA od ztoza. Odzyskany DNA gotowy jest do dalszych etapéw poste-
powania.

Przyktadowy wynik preparacji DNA genomowego na kolumnach ,,QlAamp DNA
mini” podano na rycinie 7.
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Ryc. 7. Elektroforetyczny rozdziat catkowitego DNA wyizolowanego z wycinkow tkanek zwie-
rzgcych. Numery $ciezek odpowiadaja numerom wycinkéw (od 1 do 8). Réznice w inten-
sywnos$ci poszczegdlnych prazkéw odzwierciedlaja roznice wielkosci wycinkow. Przed
reakcjami PCR stgzenie DNA bylo normalizowane

Fig. 7.  Electrophoretic separation of total DNA isolated from animal tissue samples. Pathway
numbers correspond to samples numbers (1-8). Differences of intensity of particular
bonds reflect differences of samples size. DNA concentration was normalized prior to
PCR reactions

Nested — PCR i seminested — PCR

Metoda nested — PCR jest modyfikacja standardowej reakcji PCR, polegajaca na wy-
konaniu dwoch, nast¢pujacych bezposrednio po sobie, reakcji PCR. W pierwszej, jako
matrycg, stosuje si¢ DNA wyizolowany z badanej probki oraz zewngtrzna parg starteréw
ZF i ZR. Produkt tej reakcji, po dodaniu nowej porcji polimerazy oraz pary starterow
wewngtrznych WF 1 WR, stanowi matryce w drugim etapie nested — PCR.

Takie postgpowanie podnosi czuto$¢ metody, umozliwiajac wykrywanie nawet
dwoch obcych komoérek w badanym materiale. Jednocze$nie zastosowanie dwoch roz-
nych par starterow zapewnia wysoka specyficznos¢ metody i eliminuje wyniki fatszywie
pozytywne.

Prostsza odmiana metody nested — PCR jest seminested — PCR, gdzie stosuje sig tyl-
ko trzy startery zestawiane ze soba w dwie pary.

Warunki reakcji PCR
Ogodliny tok postepowania

Wytwarzanie ureazy jest cecha diagnostyczna dla rodzaju Helicobacter. Geny kodu-
jace ten enzym, mimo znacznego konserwatyzmu sekwencji nukleotydowych, rdznia si¢
na tyle, ze moga by¢ wykorzystane jako gatunkowo specyficzna cecha diagnostyczna
[Neiger i wsp., 1998; Solnick i wsp., 1994].

DNA wyizolowany z badanych tkanek sprawdzany byl w pierwszej kolejnosci na
obecnos¢ genow ureB kodujacych ureazg u H. heilmannii, H. pylori i H. felis. Szczego-
lowe informacje o uzytych starterach i warunkach reakcji PCR podano w dalszej czgsci
pracy oraz w tabelach 4 i 5. Na ich podstawie badane zwierzgta byly kwalifikowane jako
zakazone H. heilmannii badz H. pylori, lub tez H. felis.
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3 Dwuniciowe DNA badane

5

Denaturacja. Ogrzanie DNA w temp. 94°C powoduje jego rozdzial
na dwie nici.

3

Czgsteczka DNA badanego rozdzielona na
pojedyncze nici

5

Annealing. Startery .wykrywaja” sekwencje homologiczne w DNA
badanym i przylaczaja si¢ do nich. W przypadku braku homologii
startery nie maja si¢ do czego przylaczy¢ i dalszy przebieg procesu
zostaje zatrzymany.

3
3 57 Jednoniciowy DNA badany ze starterami
przylgezonymi do miejsc homologicziych.

5

Wydluzanie. Termostabilna polimeraza rozpoznaje dwuniciowe
fragmenty zlozone z DNA badanego oraz starterow i rozpoczyna od
nich synteze nowych nici DNA.

3 T

5 W pierwszym cvklu DNA badane zosiaje
podwojone, a kazda jego czqsteczka sklada

3’ sie z jednej ,, stare] " i jednej ., nowej " nici.

S'.‘

Legenda
Legend
pojedyncza ni¢ badanego DNA
single thread of examined DNA
starter
starter
nowo zsyntetyzowana ni¢ DNA
newly synthesized DNA thread

Ryec. 8. Powielanie badanego DNA w pierwszym cyklu PCR

Fig. 8. Copying of examined DNA in first PCR cycle
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Pierwszy etap (). Na matrycy DNA wyizolowanego z badanej proby (czarna ciagla
linia), przy uzyciu starterow zewnetrznych ZF i ZR, amplifikowany jest specyficzny
fragment DNA (linia przerywana). Jezeli intensywnos¢ zakazenia badanego mate-
riatu jest niska (kilka komorek), to DNA wytworzonego w pierwszym etapie czesto
nie daje sie wykry¢ w elektroforezie kontrolnej.

Drugi etap (11). DNA wytworzony w pierwszym etapie (linia przerywana) wykorzystywa-
ny jest jako matryca do syntezy produktu finalnego (linia niebieska) przy udziale
starterow wewnetrznych WF i WR. W przeciwienstwie do pierwszego etapu, w przy-
padku proby pozytywnej, produkt finalny powstaje w duzej ilosci i jest tatwy do wy-
kazania.

Ryc. 9. Zasada metody nested — PCR
Fig. 9. Principles of nested — PCR method

Dwadzieécia cztery preparaty DNA dajace trzy negatywne wyniki dla genow ureB
zostaly nastgpnie uzyte jako matryce w reakcji PCR ze starterami CAR577F i CAR636R
(tab. 5), specyficznymi dla 16S rDNA trzech gatunkow, a mianowicie H. bizzozeronii,
H. felis 1 H. salomonis [De Groote 1 wsp., 2001]. Preparaty, ktore daty pozytywny wynik
z tymi starterami, zostaty dalej uzyte w reakcjach PCR ze starterami BilF i Bi2R oraz
T3B i HT135R (tab. 5), pozwalajacymi na ostateczne potwierdzenie lub wykluczenie
obecnosci H. bizzozeronii 1 H. salomonis [Baele i wsp., 2004].

W przypadku wycinkow, ktore daty negatywne wyniki ze starterami specyficznymi
dla ureB oraz starterami CARS77F i CAR636R, zatozono, ze zwierzgta od ktorych one
pochodzily, nie byty wcale zarazone lub ze mogly by¢ zarazone innymi niz dotychczas
wymienione gatunkami Helicobacter. Aby zweryfikowaé t¢ hipotezg, wykonano reakcje
seminested — PCR ze starterami HelF, HelR1 i HelR2 (tab. 5). Amplifikuja one wysoce
konserwatywna sekwencj¢ 16S rDNA o dtugosci 251 pz, obecna u wszystkich znanych
gatunkow z rodzaju Helicobacter [Trebesius i wsp., 2001]. Dodatni wynik tego testu jest
dowodem na zakazenie dowolnym mikroorganizmem z rodzaju Helicobacter, nie pozwa-
la jednak ustali¢ jego przynaleznos$ci gatunkowe;.
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Pierwszy etap (). Na matrycy DNA wyizolowanego z badanej proby (czarna ciagta
linia), przy uzyciu starterow zewnetrznych ZF i ZR, amplifikowany jest specyficzny
fragment DNA oznaczony liniq przerywanq. Jezeli intensywnos¢ zakazenia badane-
go materiatu jest mata (kilka komorek), to DNA wytworzonego w pierwszym etapie
czesto nie daje sie wykry¢ w elektroforezie kontrolnej.

Drugi etap (11). DNA wytworzony w pierwszym etapie (linia przerywana) wykorzystywa-
ny jest jako matryca do syntezy produktu finalnego (linia niebieska) przy udziale
starterow ZF i WR. W przeciwienstwie do pierwszego etapu, w przypadku proby po-
zytywnej, produkt finalny powstaje w duzej ilosci i jest tatwy do wykazania.

Ryc. 10. Zasada metody seminested — PCR
Fig. 10. Principles of seminested — PCR method

Startery

Do projektowania starterow specyficznych dla genéw ureB wykorzystano informacje
dotyczace regiondéw ich lokalizacji, podane w pracy Neigera i wsp. [1998] oraz sekwen-
cje nukleotydowe z bazy danych GenBank: 125079 dla H. heilmannii, M60398 dla
H. pylori oraz X69080 dla H. felis.

Lokalizacje starterow zmodyfikowano w oparciu o wyniki wilasnych analiz kompute-
rowych i rezultaty wstgpnych reakcji PCR. Dla podniesienia specyficznosci i czutosci
zaprojektowano dodatkowe pary starterow, pozwalajace na przeprowadzenie reakcji typu
nested — PCR. Szczegolowe dane o lokalizacji tych starterow na sekwencjach z bazy
danych podano w tabeli 4.
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Tabela 4

Table 4
Szczegdtowa lokalizacja starteréw specyficznych dla genéw ureB
(*startery za Neiger i wsp., 1998)
Detailed localization of specific startes for ureB genes (*Neiger i wsp., 1998)
Lokalizacja startera na sekwencji Sekwencja

Gatunek Starter zrodtowej zrodtowa

Species Starter Localization of starter on original Original

sequence sequence

Helicobacter Heil2F 984-1003 L25079
heilmannii Heil2R 1557-1536
W2heilF 1097-1115
W2heilR 1481-1459

Helicobacter pylori PyINF 3379-3400 M60398
PyINR 5089-5068
WpylF 3931-3952
WpylR 4620-4598

Helicobacter felis FelF* 43-67 X69080
FelR* 1190-1168

WfelF 154-173

WifelR 1045-1024

Sekwencje nukleotydowe wszystkich starterow zaprojektowanych w niniejszej pracy

oraz dobranych na podstawie danych literaturowych podano w tabeli 5.

Sktad reakcji PCR

Wszystkie reakcje PCR przeprowadzano w roztworach o objgtosci 25 ul i sktadzie:
—  starter XF (50 pmol/ul)
—  starter XR (50 pmol/pl)
—  DNA z badanego wycinka

—  bufor

— dNTP

—  Taqpolimeraza
woda

1,0 ul
1,0 ul
1,0 ul
2,5ul
0,5 ul
0,3 ul

18,7 ul

gdzie XF i XR oznacza startery ,,Forward” i ,,Revers”, odpowiednie dla danego typu i
etapu reakcji PCR (tab. 5 oraz ryc. 91 10).

Do reakcji uzywano bufor, ANTP i Taq polimerazg firm QIAGEN (Taq PCR core kit,
nr kat. 201225) oraz BIOTOOLS (Biotools DNA polymerase kit, nr kat. 10 038).
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Kontrole pozytywne

Jako kontrole pozytywne reakcji nested — PCR wykorzystano DNA wyizolowane ze
szczepOw Helicobacter pylori 199 [Alm 1 wsp., 1999] oraz Helicobacter heilmannii,
otrzymanych dzigki uprzejmosci pani doc. dr hab. Grazyny Gosciniak z Akademii Me-
dycznej we Wroctawiu. DNA H. felis wyizolowano w Zakladzie Genetyki Instytutu
Genetyki 1 Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego.

Ryc. 11.

Fig. 11.

Elektroforetyczny rozdziat produktéw PCR
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MIXS8 (Fermentas, nr
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mentéw w parach zasad
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Ryc. 12.

Fig. 12.

Marker masy DNA faga A
trawiony enzymami EcoRI i
Hindlll (Fermentas, nr Kkat.
SMO0191). Po prawej stronie
zdjecia  podano  wielko$¢
fragmentéw w parach zasad
DNA mass marker of A phage
digested with EcoRI and Hin-
dlll enzymes (Fermentas, nr
kat. SM0191). Size of frag-
ment

Produkty reakcji PCR rozdzielano elektroforetycznie w 0,9% zelu agarozowym w bu-
forze TBE (Tris 10,1 g, kwas borny 5,9 g, EDTA 0,9 g woda do 1000 ml, pH 8,0), w
obecnosci bromku etydyny (0,25 pg/ml). Elektroforez¢ prowadzono pod napigciem
140 V. Jako marker masy stosowano pUC-MIXS8 (Fermentas nr kat. SM0301, ryc. 11)
oraz DNA faga A, trawiony enzymami EcoRI i Hindlll (Fermentas nr kat. SM0191, ryc.
12). Zele fotografowano w przechodzacym $wietle UV o dtugosci 300-320 nm.
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Synteza starteréw

Synteze starterd6w wykonal Serwis Sekwencjonowania i Syntezy DNA Instytutu Bio-
chemii i Biofizyki PAN, 02-106 Warszawa, ul. Pawinskiego 5a.

Programy pracy termocyklera

Wszystkie reakcje PCR wykonano w termocyklerze DNA-engine PT200, (JM Rese-
arch, USA). Stosowano nastgpujace programy pracy:

3KOTY 3KOTYé62 3KOTY67
1. 94°C,5min 1 94 °C, 5 min 1. 94°C,5min
2. 57°C,2min 2. 57°C,2min 2. 57°C,2min
3. 72°C,1min 3. 72°C, 1 min 3. 72°C,1min
4. 94°C, 30 sek. 4. 94°C, 30 sek. 4. 94°C, 30 sek.
5. 57°C, 30 sek. 5. 62°C, 30 sek. 5. 67°C, 30 sek.
6. 72°C,1 min 6. 72°C, 1 min 6. 72°C,1 min
7.  Go to step 4, 35 times 7.  Go to step 4, 35 times 7.  Go to step 4, 35 times
8. 72°C,4 min 8. 72°C, 4 min 8. 72°C,4 min
9. 4°C, for ever 9. 4°C, for ever 9. 4°C, for ever
10. END 10. END 10. END
HELF CAR Bi1-Bi2
[Trebesius i wsp, 2001] [De Groote i wsp. 2001] [Baele i wsp. 2004]

1. 94°C,3 min 1. 94°C,3 min 1. 95°C, 5 min
2. 58°C,1min 2. 58°C,1min 2. 94°C,1min
3. 72°C,1min 3. 72°C, 1 min 3. 58°C,1min
4. 94°C, 30 sek. 4.  94°C, 30 sek. 4.  72°C,1 min
5. 58°C, 30 sek. 5. 58°C, 30 sek. 5.  Go to step 2, 3 times
6. 72°C, 30 sek. 6. 72°C, 30 sek. 6. 94°C, 1 min
7.  Go to step 4, 34 times 7. Go to step 4, 34 times 7. 60°C, 1 min
8. 72°C,3 min 8. 72°C,3 min 8. 72°C, 1 min
9. 4°C, for ever 9. 4°C, for ever 9.  Go to step 6, 35 times
10. END 10. END 10. 72°C, 7 min

11. 4°C, for ever

12. END

Gatunkowa specyficznosé starteréw amplifikujacych fragmenty
gendéw ureB

Na etapie projektowania specyficzno$¢ gatunkowa starter6w do wykrywania genow
ureB sprawdzono przez komputerowe pordwnanie ich sekwencji z sekwencjami w bazie
danych GenBank, wykorzystujac program BLASTN 2.2.13 [Altschul i wsp., 1997]. Re-
zultaty tych poréwnan wykazaly, ze wszystkie startery spetniaty stawiany im warunek
specyficznosci.
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Dla doswiadczalnego sprawdzenia gatunkowej specyficznoéci starteréw wykonano
reakcje nested — PCR, z uzyciem starterow Heil2F, Heil2R, W2heilF i W2heilR oraz
DNA wyizolowanego z H. heilmannii, H. pylori i H. felis. Analogiczne reakcje wykona-
no z pozostatymi zestawami starterow dla genéw ureB. Za kazdym razem produkty PCR
uzyskano jedynie w tych reakcjach, gdzie do danego DNA matrycowego dodano odpo-
wiednie, specyficzne startery, jak podano w tabeli 5. Wyniki tych reakcji przedstawiono
na rycinach 13, 141 15.

1 23 4M 5 6 7 8

574 pz
385 pz

Ryc. 13. Specyficznos¢ gatunkowa starterow amplifikujacych fragmenty genu ureB Helicobacter
heilmannii. Sciezki 1 i 5 negatywne kontrole odczynnikowe bez DNA. Pierwszy etap re-
akcji nested — PCR ze starterami Heil2F i Heil2R oraz DNA H. heilmannii (Sciezka 2); H.
felis (3) oraz H. pylori (4). Drugi etap reakcji ze starterami W2heilF i W2heilR oraz DNA
H. heilmannii ($ciezka 6); H. felis (7) oraz H. pylori (8). M — marker masy, pUCMix8
(Fermentas, SM0301). Strzatkami zaznaczono produkty charakterystyczne dla poszcze-
golnych etapéw nested — PCR

Fig. 13. Species specificity of starters amplifying ureaB Helicobacter heilmannii gene fragments.
Pathways 1 and 5-negative reagent controls without DNA. First stage of nested — PCR re-
action with Heil2F and Heil2R starters and H. heilmannii DNA (pathway 2). Second
stage of reaction with W2heilF and W2heilR starters and H. heilmannii DNA (pathway
6); H. felis (7) and H. pylori (8). M — mass marker, pUCMix8 (Fermentas, SM0301).
Products characteristic for subsequent nested — PCR stages are marked with arrows
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Ryc. 14. Specyficznos$¢ gatunkowa starterow amplifikujacych fragmenty genu ureB Helicobacter

Fig. 14.

felis. Sciezki 1, 5 i 9 negatywne kontrole odczynnikowe. Pierwszy etap reakcji nested —
PCR ze starterami FelF i FelR oraz DNA H. heilmannii (Sciezki 2 1 6); H. felis (3 1 4) oraz
H. pylori (4 i 8). Drugi etap reakcji ze starterami WfelF i WfelR oraz DNA H. heilmannii
(Sciezka 10); H. felis (11) oraz H. pylori (12). M — marker masy, pUCMix8 (Fermentas,
SM0301); A — marker masy, DNA faga A trawiony enzymami EcoRI i Hindlll (Fermen-
tas, SMO0191). Strzatkami zaznaczono produkty charakterystyczne dla poszczegdlnych
etapow nested — PCR. Na fotografiach widoczna jest czgsto wystgpujaca w praktyce bar-
dzo staba amplifikacja produktu w pierwszym etapie. Dopiero w drugim etapie produkt
powstaje w ilosci umozliwiajacej jego tatwe wykrycie

Species specificity of starters amplifying ureB Helicobacter felis gene fragments. Path-
way 1, 5 and 9 — negative reagent controls. First stage of nested — PCR reaction with FelF
and FelR starters and H. heilmannii DNA (pathway 2 and 6); H. felis (3 and 4) oraz
H. pylori (4 and 8). Second stage of reaction with WfelF and WfelR starters and H. heil-
mannii DNA (pathway 10); H. felis (11) oraz H. pylori (12). M — mass marker, pUCMix8
(Fermentas, SM0301); A — mass marker, DNA A fage digested by EcoRI i Hindlll en-
zymes (Fermentas, SM0191). Products characteristic for subsequent nested — PCR stages
are marked with arrows. Photographs show freguently occurring product amplification at
firs stage, weakly marked in practice. Only at second stage product originates in amount
allowing its easy detection
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Ryc. 15.

Fig. 15.

1 234 M A5 6 7 8

1711 pz

690 pz

Specyficznos¢ gatunkowa starteréw amplifikujacych fragmenty genu ureB Helicobacter
pylori. Sciezki 1 1 5 negatywne kontrole odczynnikowe bez DNA. Pierwszy etap reakcji
nested — PCR ze starterami PyINF i PyINR oraz DNA H. heilmannii (Sciezka 2); H. felis
(3) oraz H. pylori (4). Drugi etap reakcji ze starterami WpylF i WpylR oraz DNA
H. heilmannii ($ciezka 6); H. felis (7) oraz H. pylori (8). M — marker masy, pUCMix8
(Fermentas, SM0301), A — marker masy, DNA faga A trawiony enzymami EcoRI
i Hindlll (Fermentas, SM0191). Strzatkami zaznaczono produkty charakterystyczne dla
poszczegblnych etapéw nested — PCR

Species specificity of starters amplifying ureB Helicobacter pylori gene fragments. Pa-
thway 1 and 5 — negative reagent controls without DNA. First stage of nested — PCR re-
action with PyINF and PyINR starters and H. heilmannii DNA (pathway 2); H. felis (3)
and H. pylori (4). Second stage of reaction with WpylF i WpyIR starters and H. heilman-
nii DNA (pathway 6); H. felis (7) oraz H. pylori (8). M — mass marker, pUCMix8 (Fer-
mentas, SM0301); A — mass marker, DNA A fage digested by EcoRI i Hindlll enzymes
(Fermentas, SM0191). Products characteristic for subsequent nested — PCR stages are
marked with arrows

Badania histopatologiczne

Wycinki btony §luzowej zotadka utrwalano w 10% zbuforowanym roztworze forma-
liny i zatapiano w bloczki parafinowe. Nast¢pnie sporzadzano skrawki grubosci 4 pm,
ktére barwiono hematoksyling i eozyna oraz metoda Giemsy. Preparaty histopatologicz-
ne ocenialo dwoch niezaleznych patologdw. Zapalenie blony §luzowej zotadka oceniano
stosujac klasyfikacjg histologiczng systemu Sydney [Misiewicz i wsp., 1990].

Klasyfikacja ta obejmowala oceng: stopnia zaawansowania zapalenia przewleklego
(ilo$¢ komorek jednojadrowych), jego aktywnosci (ggstos¢ nacieku z granulocytow obo-
jetnochtonnych), zaniku (ilo$¢ gruczotéw zotadkowych), obecnosci metaplazji jelitowej,
stopnia kolonizacji btony §luzowej zotadka przez drobnoustroje z rodzaju Helicobacter.

W systemie tym wymienione parametry oceniano wedtug skali punktowe;:
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a) stopien zapalenia przewlektego: 0 pkt. — norma (sporadyczne komorki jednoja-
drowe w zrgbie), 1 pkt — lekkie (nieliczne komorki jednojadrowe w podscielisku
btony $luzowej), 3 pkt. — cigzkie (masywne nacieki komorek jednojadrowych w
zrgbie), 2 pkt. — umiarkowane (ilo§¢ komorek jednojadrowych pomigdzy lekkim
a cigzkim stopniem zapalenia);

b) aktywnosé: 0 pkt. (brak granulocytéw obojetnochtonnych), 1 pkt (sporadyczne,
pojedyncze neutrofile w podscielisku blony §luzowej), 2 pkt. (umiarkowana ilos¢
granulocytow obojetnochtonnych w blonie §luzowej), 3 pkt. (masywne nacieki
neutrofilowe);

¢) rozlegto$¢ zaniku: 0 pkt. (brak zaniku), 1 pkt (zanik niewielki), 2 pkt. (wyrazny
lecz umiarkowany zanik), 3 pkt. (zanik rozlegty);

d) metaplazja jelitowa: 0 pkt (brak), 1 pkt (nieznaczna), 2 pkt. (umiarkowana),
3 pkt. (nasilona);

e) infekcja Helicobacter spp.: 0 pkt. (brak ognisk bakterii), 1 pkt (pojedyncze, ogni-
skowo stwierdzane bakterie), 2 pkt. (liczne, ogniskowo stwierdzane bakterie w
kilku polach widzenia), 3 pkt (liczne bakterie w wigkszo$ci gruczolow).

Badania w mikroskopie elektronowym

Badania z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej przeprowadzono w mikrosko-
pie scaningowym Zeiss 435 Vp oraz w mikroskopie transmisyjnym Tesla BS 500.

Przygotowanie préb do badania w mikroskopie scaningowym (SEM)

Wycinki btony §luzowej zotadka utrwalano w 2,5% roztworze aldehydu glutarowego
na buforze fosforanowym. Nastgpnie przeplukiwano je buforem fosforanowym. Uzyska-
ne z materiatu skrawki utrwalano takze buforem fosforanowym. Po uptywie okreslonego
czasu proby odwadniano we wzrastajacych stgzeniach acetonu (od 30 do 100%). Badany
material nast¢pnie suszono, naklejano na stoliki oraz napylano ztotem w napylarce typu
Scancoat. Tak przygotowane preparaty ogladano w mikroskopie scaningowym w po-
wigkszeniach: 5000x, 10 000x, 15 000x, 18 000x, 20 000x.

Przygotowanie préb do badania w mikroskopie transmisyjnym (TEM)

Wycinki btony §luzowej zotadka utrwalano w 2,5% roztworze aldehydu glutarowego
na buforze fosforanowym. Nastepnie przeplukiwano je oraz wtdrnie utrwalano w 2%
0s0, na buforze fosforanowym. W dalszej kolejno$ci materiat ptukano buforem fosfora-
nowym oraz odwadniano we wzrastajacych stezeniach acetonu (od 30 do 100%). Préby
zatapiano w kapsutkach z eponem, krojono ultramikrotomem MTX, kontrastowano octa-
nem uranylu i cytrynianem otowiu wg Reynoldsa, a nastgpnie ogladano w mikroskopie
transmisyjnym w powigkszeniach: 10 500x, 12 000x, 13 000x, 17 500x, 18 000x,
22 750x, 24 500x, 31 000x, 49 000x.
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Analiza statystyczna wynikéw badan

Uzyskane wartosci liczbowe analizowano obliczajac $rednia, odchylenie standardowe

i wartosci procentowe. W celu stwierdzenia istotnosci dane poddano analizie statystyczne;j.
Aby oceni¢ réznicg pomigdzy grupami, stosowano testy parametryczne (t-Studenta) lub
nieparametryczne (U-Mana-Whitneya) dla zmiennych niepowigzanych. Dla zmiennych
powiazanych, w zaleznosci od ich rozktadow, stosowano test parametryczny (t-Studenta)
lub test nieparametryczny (test kolejnosci par Wilcoxona). Poziom istotno$ci statystycz-
nej przyjeto dla p< 0,05.

Badania wykonano:
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badania kliniczne, badania laboratoryjne krwi i badania endoskopowe — w Kate-
drze Chorob Wewngtrznych i Pasozytniczych z Klinika Choréb Koni, Psow i
Kotow Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Akademii Rolniczej we Wroctawiu,
badania radiologiczne i ultrasonograficzne jamy brzusznej — w Katedrze i Klini-
ce Chirurgii Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Akademii Rolniczej we Wro-
clawiu,

badania mikrobiologiczne — w Katedrze i Zakladzie Mikrobiologii Akademii
Medycznej we Wroctawiu,

badania histopatologiczne — w Katedrze 1 Zaktadzie Anatomii Patologicznej
Akademii Medycznej we Wroclawiu,

badania PCR — w Zaktadzie Genetyki Instytutu Genetyki i Mikrobiologii Uni-
wersytetu Wroctawskiego,

badania w mikroskopach elektronowych — w Pracowni Mikroskopii Elektrono-
wej Akademii Rolniczej we Wroclawiu.



4. WYNIKI

Charakterystyka kliniczna zwierzat z podgrup Al i Bl

Na podstawie wywiadu, badania klinicznego oraz wynikow badan laboratoryjnych
krwi psy z podgrupy Al i koty z podgrupy BI uznano za zdrowe. U tych zwierzat nie
stwierdzono zadnych objawow klinicznych wskazujacych na chorobg. Wyniki badan
hematologicznych i biochemicznych krwi miescity si¢ w granicach wartosci referencyj-
nych (tab. 6). Podczas badania endoskopowego stwierdzono prawidlowy obraz btony
Sluzowej zotadka. Byla ona barwy rézowej, l$niaca, o lekko chropowatej powierzchni.
Tres$¢ ptynna tworzaca tzw. ,,jeziorko zoladkowe” bylta klarowna, najczgséciej podbarwio-

na na z6lto. Faldy blony sluzowej tatwo rozprostowywatly si¢ podczas insuflacji powie-
trza do zotadka.

Tabela 6
Table 6
Srednie arytmetyczne oraz odchylenia standardowe badan hematologicznych i biochemicznych
krwi u zwierzat z podgrup Al i BI
Arithmetic means and standard deviations of hematological and biochemical blood examinations
in animals from subgroups Al and BI

Grupa Al Grupa BI
Group Al Group BI
il ol g P —
arithnilgtzirclinean ;;i?ggfi arithn}llgtzilgamean ;;i?ggfi
WBC G/l 10,86 +2,07 11,71 +3.25
RBC T/ 7,21 +0,99 7,22 +1,24
Het 11 0,46 +0,06 0,37 +0,06
HGB mmol/l 9,26 +1,26 7,19 +1,25
ALT U/ 53,75 +23,21 60,45 +21,11
AST U/ 43,05 +19,81 46,75 +15,46
ALP U/ 78,50 +35,67 92,85 +44,58
mocznik mmol/l 5,67 +1,64 6,86 +1,76
kreatynina umol/l 111,80 +17,10 135,75 +28,34
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Charakterystyka kliniczna zwierzat z podgrup All i Bll

W podgrupie AIl objawy kliniczne, towarzyszace chorobom zotadka, wykazywato 60
psoéw, a w podgrupie BII — 25 kotéw. Najczesciej obserwowanymi objawami klinicznymi
byty wymioty o charakterze przewlektym, zmniejszony lub brak apetytu, zmienny apetyt,
postepujaca utrata masy ciala, fetor ex ore, a najrzadziej bolesnos¢ okolicy zotadka.

Pozostate zwierzgta, zar6wno z podgrupy All, jak i BII, nie wykazywaly objawow
klinicznych, jednak podczas gastroskopii stwierdzono u nich cechy przewleklego zapale-
nia zoladka.

Podczas badania klinicznego u 13 pséw oraz u 11 kotéw stwierdzono objawy odwod-
nienia I stopnia, co potwierdzone zostatlo w wynikach badan hematologicznych wzrostem
liczby hematokrytowej (u psow Hct wynosita od 0,57 do 0,60 /1, a u kotéw od 0,48 do
0,55 1/1). U 14 psow i 9 kotow zaobserwowano umiarkowana leukocytoze (u psow WBC
wynosita od 15,2 do 17,1 G/1, a u kotéw od 21,0 do 30 G/1).

Pozostale parametry zardbwno badan hematologicznych, jak i biochemicznych krwi u
wszystkich zwierzat z podgrupy All i BII miescity si¢ w granicach wartosci referencyj-
nych. W tabeli 7 podano $rednie arytmetyczne i odchylenia standardowe wynikow badan
laboratoryjnych krwi.

Tabela 7
Table 7
Srednie arytmetyczne oraz odchylenia standardowe badan hematologicznych i biochemicznych
krwi u zwierzat z podgrup All i BII
Arithmetic means and standard deviations of hematological and biochemical blood examinations
in animals from subgroups All and BII

Grupa All Grupa BII
Group All Group BII
Parametr Jednostka S.I. | $rednia aryt- odchylenie $rednia aryt- odchylenie
Parameter SI Unit metyczna standardowe metyczna standardowe
arithmetic standard arithmetic standard
mean deviation mean deviation
WBC G/l 11,46 +3,24 13,94 +5,58
RBC T/ 6,92 +0,98 7,08 +1,17
Het 11 0,47 +00,7 0,39 +0,08
HGB mmol/l 8,94 +1,18 7,45 +1,48
ALT U/ 56,77 +23,17 59,70 +23,19
AST U/ 47,55 +19,65 45,72 +17,18
ALP U/ 85,68 +32,80 81,56 +38,45
mocznik mmol/l 5,42 +1,46 6,46 +1,67
kreatynina pmol/l 109,90 +16,41 131,47 +31,83
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Wyniki badan radiologicznych i/lub ultrasonograficznych jamy brzusznej wykona-
nych u zwierzat z objawami klinicznymi z podgrup Al i BII byly negatywne.

U wszystkich zwierzat z podgrup AIl i BII wykonano gastroskopig. W obrazie endo-
skopowym przewlekle zapalenie zotadka wyrazato si¢ obrzgkiem btony §luzowej, plami-
stymi lub smugowatymi zaczerwienieniami, wyst¢pujacymi w sasiedztwie obszaréw
bledszych oraz jej kruchoscia. Pomigdzy fatdami blony §luzowej obserwowano obecnosé
mgetnego ptynu o zabarwieniu szarym, niekiedy z domieszka zotci. Dodatkowo przy
zmianach bardziej zaawansowanych widoczne byly zywoczerwone lub ciemnosine wy-
broczyny, rozrost blony $luzowej w postaci mniejszych lub wigkszych wyniostosci oraz
nadzerki, ktdre najczesciej umiejscowione byly na grzbietach faldow (zatacznik 1).

Zgodnie z systemem Sydney nasilenie zmian makroskopowych btony $luzowej zo-
tadka u zwierzat z podgrup All i BII sklasyfikowano jako: zmiany nieznacznie nasilone
—1 94 ps6w i u 43 kotow, zmiany umiarkowanie nasilone — u 25 pséw i u 12 kotéw oraz
wyraznie nasilone —u 18 psow i u 9 kotow.

Zaobserwowano, ze objawy kliniczne w podgrupach All i BII wystgpowaly istotnie
statystycznie rzadziej niz zmiany zapalne widoczne podczas gastroskopii (ryc. 161 17).

wystepowanie
p=0,001

1,1

1,0 —_—
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0,3 [] Srednia+Btad std
objawy kliniczne T Srednia+1,96*Btad std

zmiany w obrazie endoskopowym

Ryc. 16. Porownanie wystgpowania objawow klinicznych z obserwowanymi zmianami podczas
badania endoskopowego w podgrupie All

Fig. 16. Comparison of occurrence of clinical sings with observed changes during endoscopic
examination in subgroup All
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Ryc. 17. Porownanie wystgpowania objawow klinicznych z obserwowanymi zmianami podczas
badania endoskopowego w podgrupie BII

Fig. 17. Comparison of occurrence of clinical signs with observed changes during endoscopic
examination in subgroup BII

Wyniki badan mikrobiologicznych bioptatéw btony sluzowej
zotadka

szybki test ureazowy

Dodatni wynik szybkiego testu ureazowego (zatacznik 2) uzyskano u 18 (90%)
psow z podgrupy Al i 15 (75%) kotow z podgrupy BI oraz u 117 (85,4%) pséw z pod-
grupy All i u 42 (65,6%) kotow z podgrupy BII. Przeprowadzona analiza statystyczna
wynikow szybkiego testu ureazowego pomigdzy podgrupami Al i AIl oraz BI i BII nie
wykazata réznic istotnych statystycznie (ryc. 181 19).

bezposredni preparat bakteriologiczny

W bezposrednim preparacie bakteriologicznym wykonanym z wycinkéw blony $lu-
zowej z trzonu zotadka obecno$¢ spiralnych, zakrzywionych, Gram-ujemnych drobno-
ustrojow (zalacznik 3) stwierdzono u:

— 16 (80%) psow w podgrupie Al, w tym obserwowana ilos¢ bakterii oceniono na: ,,+”
u5 (31,3%) psow, ,,+"—u 9 (56,3%), a ,,+++"—u 2 (12,4%),

— 13 (65%) kotow w podgrupie BI, w tym obserwowang ilo$¢ bakterii oceniono na: ,+”
u 6 (46,2%) kotow, ,,++"—u 7 (53,8%), a ,,/ -+’ —u0,

— 107 (78,1%) psow w podgrupie All, w tym obserwowana ilo$¢ bakterii oceniono na: ,,+”
u 82 (76,6%) psow, ,,++”—u 18 (16,8%), a ,,+++"—u 7 (6,6%),
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- 39(60,9%) kotow w podgrupie BII, w tym obserwowang ilo$¢ bakterii oceniono na: ,,+”
u 29 (74,4%) kotow, ,,++"-u 7 (17,9%), a ,,+++”—u 3 (7,7%).

test ureazowy
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Ryc. 18. Wynik testu ureazowego po 60 min w podgrupie Al i All
Fig. 18. Result of urease test after 60 min. subgroups in Al and AIl
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Ryc. 19. Wynik testu ureazowego po 60 min w podgrupie Bl i BII
Fig. 19. Result of urease test after 60 min. in subgroups BI and BII
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Z kolei w bezposrednim preparacie bakteriologicznym wykonanym z wycinkow bto-
ny $luzowej z czg$ci odzwiernikowej zotadka obecno$¢ spiralnych, zakrzywionych,
Gram-ujemnych drobnoustrojow stwierdzono u:

— 18 (90%) psow w podgrupie Al, w tym obserwowana ilo$¢ bakterii oceniono na: ,,+”
u 7 (38,9%) psow, ,,++’—u 6 (33,3%), a ,,+++"—u 5 (27,8%),

— 13 (65%) kotow w podgrupie BI, w tym obserwowang ilo$¢ bakterii oceniono na: ,+”
u 8 (61,5%) kotow, ,,++"—u 0, a,+++"—u 5 (38,5%),

— 94 (68,6%) psow w podgrupie All, w tym obserwowana ilo§¢ bakterii oceniono na: ,,+”
u 47 (50%) psow, ..+t —u 28 (29,8%), a ,,+++"—u 19 (20,2%),

- 37(57,8%) kotow w podgrupie BII, w tym obserwowang ilos¢ bakterii oceniono na: ,,+”
u 26 (70,3%) kotow, ,,++”—u 11(29,7%), a ,,/+++”—u 0.

Przeprowadzona analiza statystyczna wynikow oceny bezposredniego preparatu bak-
teriologicznego, wykonanego z wycinkow blony $luzowej z trzonu i z czgsci odzwierni-
kowej zotadka, pomigdzy podgrupami Al i AIl oraz BI i BII nie wykazata r6znic istot-
nych statystycznie.

Hodowla i réznicowanie biochemiczne wyizolowanych szczepéw

Na podstawie bakteriologicznych badan hodowlanych oraz réznicowania bioche-
micznego wyizolowanych szczepéw wykazano:

— u pséw w podgrupie Al w 6 (30%) przypadkach obecnos¢ drobnoustrojow z rodzaju
Helicobacter, w tym w 5 (83,3%) byt to Helicobacter felis, a w 1 (16,7%) na podstawie
w/w badan nie udalo si¢ okresli¢ gatunku,

—  ukotéw w podgrupie BI wynik powyzszych badan byt negatywny,

— upsdéw w podgrupie Al w 21 (15,3%) przypadkach obecnos$¢ drobnoustrojéw z rodza-
ju Helicobacter, w tym w 20 (95,2%) byt to Helicobacter felis, a w 1 — Helicobacter
canis (4,8%),

— ukotow w podgrupie BII w 11 (17,2%) przypadkach obecnos¢ drobnoustrojow z rodza-
ju Helicobacter i byt to tylko Helicobacter felis.

Wyniki badan bioptatéw btony sluzowej zotadka za pomoca PCR

W oparciu o badania molekularne PCR obecnos$¢ drobnoustrojow z rodzaju Helico-
bacter w wycinkach btony $luzowej zotadka wykazano:

w podgrupie Al:

- u20(100%) pséw, w tym:

a) w 7 (35%) przypadkach byto to zakazenie jednym gatunkiem Helicobacter;
z tego w 6 (85,7%) przypadkach stwierdzono H. heilmannii, a w 1 (14,3%) —
H. salomonis,

b) w 13 (65%) przypadkach stwierdzono zakazenie dwoma gatunkami Helicobac-
ter, w nastgpujacych zestawieniach: H. heilmannii + H. felis — 12 (92,3%) przy-
padkow, H. heilmannii + H. pylori — 1 (7,7%) przypadek.

W podgrupie tej na podstawie badan PCR wykazano obecno$é¢ 4 gatunkow Helico-
bacter. H. heilmannii wykryto u 19 (95%) zwierzat, H. pylori —u 1 (5%), H. felis —u 12
(60%), a H. salomonis —u 1 (5%), co ilustruje rycina 20.
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Ryec. 20. Czgstos¢ wystgpowania poszczegdlnych gatunkow Helicobacter u psow w podgrupie Al
Fig. 20. Frequency of particular Helicobacter spp. occurrence in dogs in subgroup Al

w podgrupie BI:

- u 15 (75%) kotéw, w tym:
a) w7 (46,7%) przypadkach bylo to zakazenie jednym gatunkiem Helicobacter
i byl to H. heilmannii,
b) w 8 (53,3%) przypadkach stwierdzono zakazenie dwoma gatunkami Helico-
bacter, w zestawieniu: H. heilmannii + H. felis.
W podgrupie tej na podstawie badan PCR wykazano obecnos¢ 2 gatunkéow Helico-
bacter. H. heilmannii wykryto u 15 (75%) zwierzat, a H. felis — u 8 (40%), co ilustruje
rycina 21.

H. heilmannii H. felis

Ryc. 21. Czgstos¢ wystgpowania poszczegdlnych gatunkow Helicobacter u kotow w podgrupie BI
Fig. 21. Frequency of particular Helicobacter spp. occurrence in cats in subgroup BI
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w podgrupie All:

a)

b)

d)

u 133 (97,1%) pséw, w tym:

w 73 (54,9%) przypadkach bylo to zakazenie jednym gatunkiem Helicobac-
ter; z tego w 55 (75,3%) przypadkach stwierdzono H. heilmannii, w 11
(15,1%) — H. felis, w 2 (2,7%) — H. salomonis, a w 5 (6,9%) — gatunki, kto-
rych nie udato sig zidentyfikowac,

w 53 (39,8%) przypadkach stwierdzono zakazenie dwoma gatunkami Heli-
cobacter, w nastgpujacych zestawieniach: H. heilmannii + H. felis — 50
(94,3%) przypadkow, H. heilmannii + H. pylori — 2 (3,8%) przypadki, H. fe-
lis + H. salomonis — 1 (1,9%) przypadek,

w 6 (4,5%) przypadkach stwierdzono zakazenie trzema gatunkami Helico-
bacter, w nast¢pujacych zestawieniach: H. heilmannii + H. pylori + H. felis —
5 (83,3%) przypadkow, H. heilmannii + H. felis + H. salomonis — 1 (16,7%)
przypadek,

w 1 (0,8%) przypadku stwierdzono zakazenie czterema gatunkami Helico-
bacter, w zestawieniu: H. heilmannii + H. pylori + H. felis + H. salomonis.

W podgrupie tej na podstawie badan PCR wykazano obecno$¢ 4 okreslonych gatun-
kow Helicobacter, a u 5 (3,6%) zwierzat wynik reakcji PCR wskazywal na zakazenie
Helicobacter spp.

H. heilmannii wykryto u 114 (83,2%) zwierzat, H. felis —u 69 (50,4%), H. pylori —u
7 (5,1%), a H. salomonis —u 5 (3,6%), co ilustruje rycina 22.

H. heilmannii H. felis H. pylori H. salomonis inne

Ryc. 22. Czgsto$¢ wystepowania poszczegdlnych gatunkow Helicobacter u psOw w podgrupie All
Fig. 22. Frequency of particular Helicobacter spp. occurrence in dogs in subgroup All
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w podgrupie BII:

- u46 (71, 9%) kotow, w tym:

a) w 13 (28,3%) przypadkach bylo to zakazenie jednym gatunkiem Helicobac-
ter; z tego w 12 (92,3%) przypadkach stwierdzono H. heilmannii, a w 1
(7,7%) — H. salomonis,

b) w 33 (71,7%) przypadkach stwierdzono zakazenie dwoma gatunkami Heli-
cobacter, w nastgpujacych zestawieniach: H. heilmannii + H. felis — 30
(90,9%) przypadkow, H. heilmannii + niezidentyfikowane gatunki Helico-
bacter — 3 (9,1%) przypadki.

W podgrupie tej na podstawie badan PCR wykazano obecnos¢ 3 okreslonych gatun-
kow Helicobacter, a u 3 (4,7%) zwierzat wynik reakcji PCR wskazywat na zakazenie
Helicobacter spp.

H. heilmannii wykryto u 45 (70,3%) zwierzat, H. felis —u 30 (46,9%), a H. salomonis
—u 1 (1,6%), co ilustruje rycina 23.

80+
70
60
50
% 40

H. heilmannii H. felis H. salomonis inne

Ryc. 23. Czgsto$¢ wystgpowania poszczegdlnych gatunkow Helicobacter u kotow w podgrupie BII
Fig. 23. Frequency of particular Helicobacter spp. occurrence in cats in subgroup BII

Przyktadowe wyniki reakcji PCR podano w zalaczniku 4.
Poréwnanie czestosci wystepowania zakazenia drobnoustrojami z
rodzaju Helicobacter w grupie A i w grupie B

Porownujac czestos¢ wystepowania Helicobacter spp. w wycinkach blony §luzowej
zotadka, okreslong na podstawie PCR, pomigdzy podgrupami Al i All oraz BI i BII, nie
stwierdzono rdznic istotnych statystycznie, co ilustruja ryciny 24 i 25.
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Ryc. 24. Poréwnanie czgstosci wystgpowania zakazenia Helicobacter spp. u pséw w podgrupach

Ali All

Fig 24. Comparison of frequency of Helicobacter spp. infection in dogs in subgroups Al and All
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Ryc. 25. Poroéwnanie czgstosci wystgpowania zakazenia Helicobacter spp. u kotow w podgrupach

BIiBII

Fig. 25. Comparison of frequency of Helicobacter spp. infection in cats in subgroups BI and BII
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Porownanie czestosci wystepowania zakazenia drobnoustrojami
z rodzaju Helicobacter w grupie A i w grupie B do wieku zwierzat

Porownujac czesto$¢ wystepowania Helicobacter spp. w wycinkach blony §luzowej
zotadka, okre$lona na podstawie PCR, z wiekiem zwierzat zarbwno w grupie A, jak i w
grupie B, nie stwierdzono istotnych statystycznie zaleznos$ci, co ilustruja ryciny 26 i 27.

1,2

1,0 7T 6@ 0 00 - 0----0 -0 -0 00T 6T 0 0. 0 O O 0

0,8

0,6

PCR

0,4

0,2

0,0 o O o

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
wiek o 95% p.ufnosci

Ryc. 26. Korelacja migdzy wiekiem psow (grupa A) a czgsto$cia wystgpowania zakazenia
Helicobacter spp. wykrytego metoda PCR

Fig. 26. Correlation between age of dogs (group A) and frequency of occurrence of Helicobacter
spp. infection detected by PCR method
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Ryc. 27. Korelacja miedzy wickiem kotow (grupa B) a czgstoScia wystgpowania zakazenia
Helicobacter spp. wykrytego metoda PCR

Fig. 27. Correlation between age of cats (group B) and frequency of occurrence of Helicobacter
spp. infection detected by PCR method

Wyniki badan histopatologicznych wycinkéw btony sluzowej
zoladka

W podgrupie Al na podstawie badania histopatologicznego wycinkéw blony $luzowej
z trzonu i z czgSci odzwiernikowej zotadka u 3 (15%) psoéw stwierdzono przewlekle
zapalenie zotadka stopnia lekkiego (gastritis chronica levis), przy czym u 2 pséw zmia-
ny zapalne wystgpowaly zarowno w trzonie, jak i w czgéci odzwiernikowej, a u 1 — tylko
w trzonie. Obecnos$¢ drobnoustrojow o morfologii Helicobacter wykazano u 5 (25%)
zwierzat, przy czym bakterie te obserwowano zarOwno w trzonie, jak i w czgéci odzwier-
nikowej zotadka, a intensywno$¢ zakazenia oceniono na 1 pkt.

W podgrupie BI przewlekle zapalenie zotadka stopnia lekkiego (gastritis chronica
levis) stwierdzono u 5 (25%) kotdéw, przy czym u 3 kotow zmiany zapalne wystgpowaty
zardwno w trzonie, jak i w cz¢sci odzwiernikowej zotadka, u 1 — tylko w trzonie, a u
1 tylko w czgsci odzwiernikowej zotadka. Obecno$¢ drobnoustrojow o morfologii
Helicobacter wykazano u 3 (15%) kotdw, przy czym bakterie te obserwowano zardéwno
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w trzonie, jak i w czgs$ci odzwiernikowej zotadka, a intensywnos$¢ zakazenia oceniono w
1 przypadku na 2 pkt., a w2 —na 1 pkt.

W podgrupie All przewlekte zapalenie zotadka stwierdzono u 137 pséw, w tym u 98
(71,5%) zwierzat zapalenie to bylo stopnia lekkiego (gastritis chronica levis), u 25
(18,2%) — stopnia umiarkowanego (gastritis chronica medii), a u 15 (10,3%) — stopnia
cigzkiego (gastritis chronica magni). U 97 (70,8%) psow zmiany zapalne wystgpowaty
zardbwno w trzonie, jak i w czgsci odzwiernikowej, u 6 (4,4%) — w trzonie, a u 34
(24,8%) w czg$ci odzwiernikowe;.

Porownujac czgsto§¢ wystgpowania zmian zapalnych w trzonie i w czg$ci odzwierni-
kowej zotadka, w oparciu o oceng histopatologiczna wycinkow btony $luzowej, u psow
w podgrupie All, wykazano istotne statystycznie roznice, co ilustruje rycina 28.
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zmian zapalnych
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trzon T Srednia+1,96*Btad std
czes$¢ odzwiernikowa

Ryc. 28. Pordéwnanie czgstosci wystgpowania zmian zapalnych w trzonie i w czg$ci odzwierniko-
wej zotadka w podgrupie AIl w oparciu o badanie histopatologiczne bioptatow

Fig. 28. Comparison of frequency of inflammatory changes occurrence in corpus and pyloric
antrum in subgroup All basing on histopathological examination of bioptates

Obecno$¢ drobnoustrojow o morfologii Helicobacter wykazano u 36 (26,3%) zwie-
rzat, przy czym bakterie te obserwowano zaréwno w trzonie, jak i w czgsci odzwierni-
kowej zotadka, a intensywno$¢ zakazenia oceniono na 1 pkt — w 31 przypadkach, a na 2
pkt. —w 5.

Porownujac wykrywalno$¢é Helicobacter spp. w preparatach histopatologicznych z
wycinkow blony $luzowej z trzonu i z czgsci odzwiernikowej zotadka w podgrupie All,
barwionych metoda Giemsy, nie stwierdzono istotnie statystycznej roznicy, co ilustruje
rycina 29.
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Ryc. 29. Poréwnanie czgstosci wystgpowania Helicobacter spp. w trzonie 1 w czgsci odZzwierni-
kowej zotadka w podgrupie All w oparciu o badanie histopatologiczne (barwienie metoda
Giemsy)

Fig. 29. Comparison of frequency of Helicobacter spp. occurrence in corpus and pyloric antrum in
subgroup All basing on histopathological examination (Giemsa staining)

W podgrupie BII przewlekte zapalenie zotadka stwierdzono u 64 kotéw, w tym u 46
(71,9%) zwierzat zapalenie to bylo stopnia lekkiego (gastritis chronica levis), u 10
(15,6%) — stopnia umiarkowanego (gastritis chronica medii), a u 8 (12,5%) — stopnia
cigzkiego (gastritis chronica magni). U 55 (85,9%) kotow zmiany zapalne wystgpowaty
zardwno w trzonie, jak i w czgsci odzwiernikowej, u 4 (6,3%) — w trzonie, au 5 (7,8%)
w czg¢$cei odzwiernikowej zotadka.

Poréownujac czgsto§¢ wystgpowania zmian zapalnych w trzonie i w czgsci odzwierni-
kowej zotadka, w oparciu o oceng histopatologiczna wycinkéw btony §luzowej, u kotow
w podgrupie BII, nie wykazano istotnie statystycznych roznic, co ilustruje rycina 30.
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Ryc. 30. Poréwnanie czgstosci wystgpowania zmian zapalnych w trzonie i w czg$ci odzwierniko-
wej zotadka w podgrupie BII w oparciu o badanie histopatologiczne bioptatow

Fig. 30. Comparison of frequency of inflammatory changes occurrence in corpus and pyloric
antrum in subgroup BII basing on bioptate histopathological examination of bioptates

Obecnos¢ drobnoustrojow o morfologii Helicobacter wykazano u 11 (17,2%) zwie-
rzat, przy czym bakterie te obserwowano zaréwno w trzonie, jak i w czgsci odzwierni-
kowej zotadka, a intensywnos¢ zakazenia oceniono na 1 pkt — w 7 przypadkach, na 2 pkt.
—w3,ana3 pkt.—wl.

Porownujac wykrywalno§¢ Helicobacter spp. w preparatach histopatologicznych z
wycinkow btony $luzowej z trzonu i z cz¢s$ci odzwiernikowej zotadka, barwionych me-
toda Giemsy, u kotow w podgrupie BII, nie stwierdzono istotnie statystycznej roéznicy, co
ilustruje rycina 31.
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Ryc. 31. Poréwnanie czgstosci wystgpowania Helicobacter spp. w trzonie i w czgsci odzwierni-
kowej zotadka w podgrupie BII w oparciu o badanie histopatologiczne (barwienie metoda
Giemsy)

Fig. 31. Comparison of frequency of Helicobacter spp. occurrence in corpus and pyloric antrum in
subgroup basing on histopathological examination (Giemsa staining)

Przyktadowe zdjecia z badania histopatologicznego podano w zataczniku 5.

Analiza poréwnawcza inwazyjnych metod zastosowanych
do wykrywania zakazenia Helicobacter spp. w btonie sluzowej
zoladka u psow i kotow

W zwiazku z tym, Ze nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w wynikach
uzyskanych przy stosowaniu inwazyjnych metod wykrywania zakazenia Helicobacter
spp. w blonie §luzowej zoladka pomigdzy podgrupami kontrolnymi (Al, BI) a podgru-
pami doswiadczalnymi (All, BII), pordbwnano te metody migdzy soba w odniesieniu do
catej populacji zbadanych zwierzat.

Poréwnanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp.
za pomoca szybkiego testu ureazowego i bezposredniego
preparatu bakteriologicznego

Porownujac wykrywalno$¢ Helicobacter spp. w wycinkach btony §luzowej zotadka
metoda szybkiego testu ureazowego i metoda bezposredniego preparatu bakteriologicz-
nego w badanej populacji zwierzat, nie stwierdzono réznic istotnych statystycznie, co
ilustruje rycina 32.
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Ryc. 32. Poréwnanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca szybkiego testu ure-
azowego 1 bezposredniego preparatu bakteriologicznego

Fig. 32. Comparison of detection of Helicobacter spp. infections by means of rapid urease test and
direct bacteriological preparation

Porownanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca
szybkiego testu ureazowego i mikrobiologicznych badan hodowlanych

Poréwnujac wykrywalno$¢ Helicobacter spp. w wycinkach btony $luzowej zotadka me-
toda szybkiego testu ureazowego i metoda mikrobiologicznych badan hodowlanych, w bada-
nej populacji zwierzat, nie stwierdzono roéznic istotnych statystycznie, co ilustruje rycina 33.
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Ryc. 33. Poréwnanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca szybkiego testu ure-
azowego 1 mikrobiologicznych badan hodowlanych

Fig. 33. Comparison of detection of Helicobacter spp. infections by means of rapid urease test and
microbiological culture examinations
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zano istotne statystycznie rdznice, co ilustruje rycina 34.

H

Porownanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca szyb-
kiego testu ureazowego i metody PCR

Porownujac wykrywalno$¢ Helicobacter spp. w wycinkach btony §luzowej zotadka
metoda szybkiego testu ureazowego i metoda PCR, w badanej populacji zwierzat, wyka-
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Ryc. 34. Porownanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca szybkiego testu ure-

azowego i metody PCR

Fig. 34. Comparison of detection of Helicobacter spp. infections by means of rapid urease test and
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PCR method

Poréwnanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca
szybkiego testu ureazowego i preparatu histopatologicznego
wykonanego z wycinkéw btony sluzowej zotadka barwionych

metoda Giemsy

Porownujac wykrywalno$¢ Helicobacter spp. w wycinkach btony §luzowej zotadka
metoda szybkiego testu ureazowego i w preparatach histopatologicznych wykonanych z
wycinkow btony $luzowej zotadka barwionych metoda Giemsy, w badanej populacji
zwierzat, wykazano istotne statystycznie roznice, co ilustruje rycina 35.
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Ryc. 35. Poréwnanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca szybkiego testu ure-
azowego 1 preparatu histopatologicznego wykonanego z wycinkéw blony Sluzowej zo-
tadka barwionych metoda Giemsy

Fig. 35. Comparison of detection of Helicobacter spp. infections by means of rapid urease test and
histopathological preparation made from gastric mucous membrane bioptates using Giemsa
staining

Poréwnanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca
bezposredniego preparatu bakteriologicznego i mikrobiologicznych
badan hodowlanych

Porownujac wykrywalno$¢ Helicobacter spp. w wycinkach btony §luzowej zotadka
metoda bezposredniego preparatu bakteriologicznego i metoda mikrobiologicznych ba-
dan hodowlanych, w badanej populacji zwierzat, stwierdzono rdznice istotne statystycz-
nie, co ilustruje rycina 36.
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0,81
0,61
0,41
0,21

bezp.prep. bakt. hodowla mikrobiol.

Ryc. 36. Poréwnanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca bezposredniego prepa-
ratu bakteriologicznego i mikrobiologicznych badan hodowlanych

Fig. 36. Comparison of detection of Helicobacter spp. infections by means of direct bacteriologi-
cal preparation and microbiological culture examinations
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Porownanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca
bezposredniego preparatu bakteriologicznego i metody PCR

Porownujac wykrywalno$¢ Helicobacter spp. w wycinkach btony §luzowej zotadka
za pomoca bezposredniego preparatu bakteriologicznego i metoda PCR, w badanej popu-
lacji zwierzat, stwierdzono roznice istotne statystycznie, co ilustruje rycina 37.

wykrywalnosc¢
zakazen 1,00
Helicobacter spp.

p=0,000008

0,98

0,94

—
T

0,92

0,90

0,88

0,86

0,84

0,82

0.80 o Srednia
[] Srednia+Blad std
0,78 T Srednia+1,96*Blad std

PCR bezp. prep. bakt.

Ryc. 37. Poroéwnanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca bezposredniego prepa-
ratu bakteriologicznego i metody PCR

Fig. 37. Comparison of detection of Helicobacter spp. infections by means of direct bacteriologi-
cal preparation and PCR method

Poréwnanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca
bezposredniego preparatu bakteriologicznego i preparatu
histopatologicznego wykonanego z wycinkéw btony sluzowej zotadka
barwionych metoda Giemsy

Porownujac wykrywalno$¢ Helicobacter spp. w wycinkach btony §luzowej zotadka
za pomoca bezposredniego preparatu bakteriologicznego i preparatu histopatologicznego
wykonanego z wycinkow blony sluzowej zoladka barwionych metoda Giemsy, w bada-
nej populacji zwierzat, stwierdzono réznice istotne statystycznie, co ilustruje rycina 38.

Poréwnanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca mik-
robiologicznych badan hodowlanych i metody PCR

Porownujac wykrywalno$¢ Helicobacter spp. w wycinkach btony §luzowej zotadka
za pomoca mikrobiologicznych badan hodowlanych i metody PCR, w badanej populacji
zwierzat, stwierdzono roznice istotne statystycznie, co ilustruje rycina 39.
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wykrywalnosé p=0,0000001
zakazen
Helicobacter spp.

o
0,8
0,6
0,4
0,2
o Srednia
0,0 [ Srednia+Btad std

prep. hist-pat. T Srednia+1,96*Btad std
bezp. prep. bakt.

Ryc. 38. Poroéwnanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca bezposredniego prepa-
ratu bakteriologicznego i preparatu histopatologicznego wykonanego z wycinkéw btony
$luzowej zotadka barwionych metoda Giemsy

Fig. 38. Comparison of detection of Helicobacter spp. infection by means of direct bacteriological
preparation and histopathological preparation made from gastric mucous membrane biop-
tates using Giemsa staining

L. p=0,0000001
wykrywalnosé 1,2
zakazen
Helicobacter spp.
0,8
0,6
0,4

012 @
o Srednia
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0,0 " Srednia+1,96*Btad std
PCR  hodowla mikrobiol.

Ryc. 39. Pordwnanie wykrywalno$ci zakazen Helicobacter spp. za pomoca mikrobiologicznych
badan hodowlanych i metody PCR

Fig. 39. Comparison of detection of Helicobacter spp. infections by means of microbiological
culture examinations and PCR method
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Porownanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca
mikrobiologicznych badan hodowlanych i preparatu histopatologicznego
wykonanego z wycinkéw btony sluzowej zotagdka barwionych metoda
Giemsy

Porownujac wykrywalno$¢ Helicobacter spp. w wycinkach btony §luzowej zotadka
za pomoca mikrobiologicznych badan hodowlanych i preparatu histopatologicznego
wykonanego z wycinkow blony $luzowej zotadka barwionych metoda Giemsy, w badane;j
populacji zwierzat, nie stwierdzono rdznic istotnych statystycznie, co ilustruje rycina 40.

wykrywalnos¢
zakazen n.s.
Helicobacter spp.

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

0

hodowla mikrobiol. hist.-pat. barw.
Giemsy

Ryc. 40. Poréwnanie wykrywalno$ci zakazen Helicobacter spp. za pomoca mikrobiologicznych
badan hodowlanych i preparatu histopatologicznego wykonanego z wycinkow blony §lu-
zowej zotadka barwionych metoda Giemsy

Fig. 40. Comparison of detection of Helicobacter spp. infections by means of microbiological
culture examinations and histopathological preparation made from gastric mucous mem-
brane bioptates using Giemsa staining

wykrywalno$¢ p = 0,0037
zakazen
Helicobacter spp.

0,8
0,6
0,4
0,2
0
PCR hist.-pat. barw.
Giemsy

Ryc. 41. Poroéwnanie wykrywalnos$ci zakazen Helicobacter spp. za pomoca metody PCR i prepara-
tu histopatologicznego wykonanego z wycinkéw btony §luzowej zotadka barwionych me-
toda Giemsy

Fig. 41. Comparison of detection of Helicobacter spp. infections by means of PCR method and histo-
pathological preparation made from gastric mucous membrane bioptates using Giemsa staining
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Porownanie wykrywalnosci zakazen Helicobacter spp. za pomoca
metody PCR i preparatu histopatologicznego wykonanego z wycinkéw
blony sluzowej zotagdka barwionych metoda Giemsy

Porownujac wykrywalno$¢ Helicobacter spp. w wycinkach btony §luzowej zotadka
za pomoca metody PCR i preparatu histopatologicznego wykonanego z wycinkow btony
sluzowej zotadka barwionych metoda Giemsy, w badanej populacji zwierzat, stwierdzo-
no réznice istotne statystycznie, co ilustruje rycina 41.

Czestos¢ wystepowania poszczegdinych gatunkéw
Helicobacter w blonie sluzowej zotadka w badanej populacji
zwierzat w oparciu o badanie PCR

Na podstawie badania PCR wycinkow btony §luzowej zotadka w badanej populacji
zwierzat Helicobacter heilmannii stwierdzono u 193 (80,1%) zwierzat, Helicobacter
pylori —u 8 (3,3%), Helicobacter felis —u 119 (49,4%), a Helicobacter salomonis —u 7
(2,9%). W 8 (3,3%) przypadkach nie ustalono gatunku Helicobacter (ryc. 42).

H. heilmannii H. pylori H. felis H. salomonis  Helicobacter
spp.

Ryc. 42. Czgstos¢ wystgpowania poszczegdlnych gatunkoéw Helicobacter w badanej populacji
zwierzat
Fig. 42. Frequency of Helicobacter spp. occurrence in examined population of animals
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Kolonizacja btony sluzowej zotadka drobnoustrojami z rodzaju
Helicobacter spp. a system utrzymania zwierzat

Porownujac ilo§¢ gatunkow Helicobacter stwierdzanych w wycinkach blony §luzowej
zotadka, w oparciu o badanie PCR, pomigdzy zwierzg¢tami utrzymywanymi indywidual-
nie i zwierzgtami utrzymywanymi grupowo, wykazano, ze przy grupowym utrzymaniu
ilo$¢ gatunkow kolonizujacych blong sluzowa zotadka jest istotnie statystycznie wigksza
(ryc. 43).

p=0,000009

I
L

PCR

[
L

o Srednia
1,0 [] SredniatBtad std
utrzymanie indywidualne T Srednia+1,96*Btad std
utrzymanie grupowe

Ryc. 43. Zalezno$¢ ilosci wykrytych gatunkow Helicobacter spp. metoda PCR od systemu utrzy-
mania zwierzat

Fig. 43. Relationship between number of Helicobacter spp. detected by PCR method and animal
keeping system

Badania z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej

Badania w mikroskopach elektronowych, zwlaszcza scaningowym, umozliwity uwi-
docznienie drobnoustrojow z rodzaju Helicobacter na powierzchni btony §luzowej Zo-
tadka badanych zwierzat, a na podstawie ich morfologii mozliwa byta ich wstgpna iden-
tyfikacja (zatacznik 6). Najczgsciej obserwowano bakterie o morfologii Helicobacter
heilmannii 1 Helicobacter felis.
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5. DYSKUSJA

Zdaniem Simpsona i Burrowsa [1997] gatunkami najczg$ciej zasiedlajacymi btong
Sluzowa zotadka u psoéw sa: Helicobacter felis, Helicobacter heilmannii, Helicobacter
bizzozeronii, Helicobacter bilis oraz Flexispira rappini (obecna nazwa Helicobacter
rappini), a u kotow: Helicobacter felis, Helicobacter heilmannii oraz Helicobacter
pylori. Z kolei Hanninen [2005] wérod gatunkow spotykanych w blonie §luzowej zotadka
psow wymienia: Helicobacter heilmannii, Helicobacter felis, Helicobacter bizzozeronii
oraz Helicobacter salomonis, a kotow: Helicobacter heilmannii, Helicobacter felis, Heli-
cobacter bizzozeronii. Natomiast Baillon i Marshall-Jones [2004] podaja, Ze u psow
btong §luzowa zotadka moga kolonizowac: Helicobacter felis, Helicobacter bizzozeronii,
Helicobacter salomonis, Flexispira rappini oraz Helicobacter heilmannii, a u kotow:
Helicobacter felis, Helicobacter heilmannii oraz Helicobacter pylori. Z kolei przeprowa-
dzone przez autora badania wykazaty, ze btong Sluzowa zoladka u pséw najczesciej ko-
lonizuja nast¢pujace gatunki Helicobacter: Helicobacter heilmannii, Helicobacter felis,
Helicobacter pylori, Helicobacter salomonis, a u kotow: Helicobacter heilmannii, Heli-
cobacter felis oraz Helicobacter salomonis.

W badaniach wlasnych zaobserwowano, ze zarowno u psow z podgrupy All, jak i u
kotow z podgrupy BII, czyli zwierzat u ktorych podczas endoskopii stwierdzono cechy
przewlektego zapalenia Zotadka, objawy kliniczne wystgpowatly istotnie statystycznie
rzadziej (60/137 pséw; 25/64 kotow). Podobne obserwacje w odniesieniu do pséw po-
czynili Sapierzynski i Malicka [2004]. Na podstawie badania sekcyjnego rozpoznawali
oni zmiany zapalne w zotadku u psow, ktore w zdecydowanej wigkszosci przyzyciowo
nie wykazywaty objawow chorobowych, zwiazanych z przewodem pokarmowym.

Dodatni wynik szybkiego testu ureazowego uzyskano u 90% psoéw z podgrupy Al,
75% kotoéw z podgrupy BI oraz u 85,4% psow z podgrupy All i 65,6% kotow z podgrupy
BII. Na uwage zastuguje fakt, ze w przeprowadzonej analizie statystycznej wynikow
szybkiego testu ureazowego nie wykazano roznic istotnych statystycznie migdzy grupa
kontrolna (podgrupy: Al i BI) a grupa do$wiadczalna (podgrupy: AII i BII). Swiadczy to
o tym, ze w wycinkach btony §luzowej pobranych z zotadka drobnoustroje wytwarzajace
ureazg, do ktorych nalezy wigkszo$¢é gatunkow Helicobacter, spotykane sa z bardzo
zblizona czestoscia tak u zwierzat zdrowych, jak i u zwierzat chorych. Sapierzynski i
wsp. [2003], ktorzy wykonali szybki test ureazowy z wycinkami blony §luzowej zotad-
ka, pobranymi od 94 pséw poddanych eutanazji z r6znych przyczyn, otrzymali zblizony
wynik testu ureazowego, ktory byt dodatni u 85,1% badanych zwierzat. Norris i wsp.
[1999], w badaniach przeprowadzonych u 15 zdrowych kotow, uzyskali nieco wyzszy
odsetek pozytywnych wynikéw szybkiego testu ureazowego, ktory wyniost 86,6%. Na-
tomiast Jalava i wsp. [1998] u 95 psow (54 — zdrowe psy, 23 — z objawami ze strony
przewodu pokarmowego, 18 — poddanych eutanazji z réznych przyczyn) i u 22 kotow
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(5 — zdrowych kotow, 2 — z objawami ze strony przedniego odcinka przewodu pokarmo-
wego, 15 poddanych eutanazji z réznych przyczyn) pozytywny wynik testu ureazowego
uzyskali az u 100% zwierzat. Podobnie Happonen i wsp. [1996], w materiale pobranym
post mortem z zotadka 10 pséw i 10 kotow, uzyskali: u psow — 100% dodatnich wynikow
testu ureazowego z wycinkow blony Sluzowej z trzonu zotadka i 62% z wycinkéw z
czeséei odzwiernikowej zotadka oraz analogicznie u kotéw — 100% z trzonu i 100% z
czeéei odzwiernikowej. Z kolei Hwang 1 wsp. [2002] zaobserwowali nizszy odsetek
dodatnich wynikoéw szybkiego testu ureazowego, ktory wystapit u 78,4% badanych psow
i 64% badanych kotow, przy czym badania te dotyczyly tacznie zwierzat zdrowych
i chorych. Natomiast Neiger i wsp. [1998] w badaniach, ktéorymi objgto 58 zdrowych
kotow, dodatni wynik szybkiego testu ureazowego uzyskali u 45 zwierzat, co stanowito
78% badanej populacji.

Wyniki szybkiego testu ureazowego uzyskane w badaniach wiasnych w odniesieniu
do obserwacji innych autorow sg zbiezne i wskazuja, ze w zotadku psow i kotow bakterie
wytwarzajace ureazg (Helicobacter spp.) wystgpuja w znacznym odsetku i dotyczy to
zardwno zwierzat zdrowych, jak i chorych.

U badanych zwierzat w bezposrednich preparatach bakteriologicznych, wykonanych
z wycinkoéw btony sluzowej z trzonu i z czgsci odzwiernikowej zotadka, wykazano obec-
nos$¢ spiralnych, zakrzywionych Gram-ujemnych drobnoustrojéow takze w wysokim od-
setku. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze nie stwierdzono rdéznic istotnych statystycznie
migdzy obecnoscia spiralnych, zakrzywionych Gram-ujemnych drobnoustrojow w trzo-
nie i w czgsci odzwiernikowej zotadka w badanych podgrupach zwierzat (Al, BI, All,
BII). Spostrzezenia te potwierdzaja inni autorzy [Happonen i wsp., 1998; Neiger i Simp-
son, 2000; Norris i wsp., 1999; Simpson, 2005].

W wykonanych w pracy badaniach hodowlanych wyniki pozytywne uzyskano u sto-
sunkowo niskiej liczby zwierzat (podgrupa Al 6/20; podgrupa BI 0/20; podgrupa All
21/137; podgrupa BII 11/64). Na podstawie morfologii wyhodowanych kolonii bakteryj-
nych, morfologii komorek bakteryjnych wyizolowanych z hodowli oraz ich r6znicowania
biochemicznego ustalono, ze na zastosowanych podtozach wzrastaty: Helicobacter felis
oraz Helicobacter canis. Sposrod 38 pozytywnych hodowli mikrobiologicznych najcze-
Sciej obserwowano wzrost Helicobacter felis (36/38). Wzrost Helicobacter canis stwier-
dzono tylko w 1 przypadku; takze w 1 przypadku wystapit wzrost spiralnych, zakrzywio-
nych Gram-ujemnych drobnoustrojow, ktorych jednak nie udato si¢ zidentyfikowaé w
oparciu o szeregi biochemiczne. Podobnie niski odsetek pozytywnych wynikéw mikro-
biologicznych badan hodowlanych zaobserwowali: Cattoli i wsp. [1999], ktorzy sposrod
25 badanych psow wynik dodatni uzyskali jedynie w materiale pobranym od 5; Happo-
nen i wsp. [1996], ktorzy pozytywne wyniki hodowli mikrobiologicznej otrzymali u 3
sposrod 8 psow i u 1 sposrdd 6 kotow oraz Simpson [2005], ktory na podstawie badan
przeprowadzonych w Finlandii u 21 zakazonych Helicobacter spp. kotow dodatni wynik
mikrobiologicznych badan hodowlanych uzyskat jedynie u 3 zwierzat i byt to Helicobac-
ter felis. W badaniach Happonen’a i wsp. [1996] wyhodowano Helicobacter heilmannii
oraz Helicobacter felis. Natomiast Jalava i wsp. [1998] w swoich badaniach wyhodowali
tylko Helicobacter felis. W badaniach Neigera i wsp. [1998] pozytywny wynik mikrobio-
logicznych badan hodowlanych uzyskano jedynie u 1 sposrdéd 58 przebadanych kotow,
u ktorych w preparatach bezposrednich stwierdzano obecnos¢ spiralnych, zakrzywionych
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Gram-ujemnych drobnoustrojow. Wyhodowany drobnoustr6j autorzy zidentyfikowali
jako Helicobacter pametensis. Warto nadmieni¢, ze Norris 1 wsp. [1999], w badaniach
przeprowadzonych u 15 klinicznie zdrowych kotdéw, uzyskujac pozytywny wynik szyb-
kiego testu ureazowego u 13 kotéw i potwierdzajac obecnos¢ spiralnych, zakrzywionych
Gram-ujemnych drobnoustrojow w bezposrednich preparatach bakteriologicznych u 11,
w ogole nie wyhodowali Helicobacter spp. W odniesieniu do wynikow badan wlasnych
na uwagg zastuguja takze wyniki badan: Happonena 1 wsp. [1998], ktorzy w mikrobiolo-
gicznych badaniach hodowlanych materiatu pobranego od pséw czgsciej obserwowali
wzrost Helicobacter bizzozeronii/Helicobacter salomonis niz Helicobacter felis oraz
Jalavy 1 wsp. [1998], ktorzy otrzymali identyczne wyniki z materiatu pobranego od psow
i kotow.

W $wietle obserwacji wlasnych oraz opinii innych autoréw potwierdzona zostala
teza, ze hodowla Helicobacter spp. na podtozach in vitro jest trudna i bardzo czgsto kon-
czy si¢ niepowodzeniem. Zwlaszcza dotyczy to Helicobacter heilmannii.

Wykorzystany w badaniach wiasnych szeroki zakres badan molekularnych z zasto-
sowaniem polimerazowe] reakcji tancuchowej (PCR), obejmujacy zarowno klasyczna
metod¢ PCR, jak i technike nested — PCR oraz seminested — PCR, umozliwit zidentyfi-
kowanie w wycinkach blony §luzowej zotadka nastgpujacych gatunkdéw Helicobacter:
Helicobacter heilmannii, Helicobacter pylori, Helicobacter felis, Helicobacter salomonis
oraz Helicobacter bizzozeronii. W oparciu o wykrywanie, w wyizolowanym z tkanek
DNA, gendéw ureaB kodujacych ureaze, mozliwe bylo ustalenie, czy zwierzgta sa zaka-
zone Helicobacter heilmannii, Helicobacter pylori oraz Helicobacter felis. Z kolei w
reakcjach PCR ze starterami CARS77F i CAR636R, specyficznymi dla 16S rDNA trzech
gatunkow, tj. Helicobacter bizzozeronii, Helicobacter felis i Helicobacter salomonis,
a nastgpnie w reakcjach PCR ze starterami BilF i1 Bi2R oraz T3B i HT135R mozliwe
byto wykrywanie obecno$ci Helicobacter bizzozeronii oraz Helicobacter salomonis w
badanym materiale. W przypadku zwierzat, u ktérych ww. badania PCR daty negatywne
wyniki, przyjeto zatozenie, ze zwierzgta nie sa zakazone drobnoustrojami z rodzaju Heli-
cobacter wzglednie zakazone sg innymi niz ww. gatunkami. Wykonanie reakcji semine-
sted — PCR ze starterami HelF, HelR1 i HelR2 umozliwito zweryfikowanie powyzsze-
go zalozenia, bowiem wykorzystane startery amplifikuja wysoce konserwatywna se-
kwencje¢ 16S rDNA o dhugosci 251 pz, ktora jest obecna u wszystkich znanych gatunkow
z rodzaju Helicobacter. Dodatni wynik testu byl dowodem, ze w badanym materiale
znajdowaty si¢ drobnoustroje z rodzaju Helicobacter, jednak nie okreslat on przynalez-
nos$ci gatunkowe;j.

U badanych pséw, za pomoca metody PCR, wykryto nastgpujace gatunki Helicobac-
ter, ktore kolonizowaty blong Sluzowa zotadka: Helicobacter heilmannii (133/157), Heli-
cobacter felis (81/157), Helicobacter pylori (8/157) oraz Helicobacter salomonis (6/157).
U 5 psow w wycinkach btony $luzowej zotadka wykryto obecnos¢ Helicobacter spp.,
jednak nie okres$lono jego przynaleznosci gatunkowej. Z przebadanych 157 psow (pod-
grupa Al i podgrupa All) jedynie 4 zwierz¢ta byly wolne od zakazenia i pochodzity one z
podgrupy AIl. Z kolei u badanych kotow wykryto: Helicobacter heilmannii (60/84),
Helicobacter felis (38/84), Helicobacter pylori (0/84) oraz Helicobacter salomonis
(1/84). U 3 kotéw w wycinkach btony §luzowej zoladka wykryto obecnos¢ Helicobacter
spp., jednak nie okreslono jego przynaleznosci gatunkowej. Z przebadanych 84 kotow
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(podgrupa BI i podgrupa BII) 23 zwierzeta byly wolne od zakazenia. Zarowno u psow,
jak i u kotow obserwowano wystgpowanie zakazen mieszanych. Simpson [2005], w
badaniach przeprowadzonych metoda PCR u 49 kotow w Szwajcarii, w 39 przypadkach
wykryt Helicobacter heilmannii. Ten sam autor [2005], w badaniach przeprowadzonych
w USA u 36 kotow, wykryt: w 18 przypadkach — Helicobacter heilmannii, w 6 — Helico-
bacter felis, w 2 — Helicobacter bizzozeronii, a u 10 kotow wykryt jedynie zakazenie
Helicobacter spp., jednak nie okreslit przynaleznosci gatunkowej. Obserwacje tego auto-
ra sa zgodne z wynikami badan wiasnych i potwierdzaja, ze w blonie §luzowej zotadka
kotow najczesciej spotykany jest Helicobacter heilmannii. Podobne wyniki uzyskali
takze Hwang i wsp. [2002], ktorzy u 18 z 21 przebadanych kotow wykryli Helicobacter
heilmannii, a u 2 — Helicobacter felis. Autorzy ci, w badaniach przeprowadzonych u 42
psow, w 32 przypadkach wykryli zakazenie Helicobacter heilmannii, a jedynie w 2 przy-
padkach zakazenie Helicobacter felis. Obserwacje Hwanga i wsp. sa zgodne z wynikami
badan wiasnych i potwierdzaja tezg, ze najczesciej w blonie §luzowej zotadka psoéw spo-
tykany jest Helicobacter heilmannii, jednak w odniesieniu do zakazenia Helicobacter
felis znacznie 16znia si¢ czgstoscia wystepowania tej bakterii — Hwang i wsp. 4,8% psow,
badania wlasne — 51,6%. Natomiast Neiger i wsp. [1998], w badaniach przeprowadzo-
nych metoda PCR u 49 kotow, w 38 przypadkach wykryli Helicobacter heilmannii, nie
stwierdzajac zakazenia Helicobacter felis i Helicobacter pylori. Na uwage zastuguja
rowniez wyniki badan Neigera i wsp. [1999], ktorzy za pomoca PCR wykazali u psow
czgstsze wystgpowanie zakazenia Helicobacter bizzozeronii/Helicobacter salomonis niz
Helicobacter felis.

W badaniach wlasnych, na podstawie PCR, u 8 pséw w wycinkach blony §luzowej
zotadka stwierdzono obecno§¢ Helicobacter pylori. W literaturze medycznej przewazaja
opinie, ze drobnoustrdj ten moze kolonizowaé blong $luzowa zotadka u kotow i nie byt
dotychczas stwierdzany u psow [Cygan i Cygan, 1998; Dubois, 1998; Esteves i wsp.,
2000; Heatley, 1999; Simpson, 2005].

Badania wlasne wykazaly takze, ze nie ma rdzni¢ istotnych statystycznie w czgstosci
wystepowania drobnoustrojow z rodzaju Helicobacter pomigdzy zwierzgtami z podgrup
Al i BI (zdrowe) a zwierzgtami z podgrup AIl i BII (chore). Potwierdzaja to badania
Simpsona [2005], ktory stwierdzit zakazenie bakteriami z rodzaju Helicobacter u 67 —
100% zdrowych pséw i u 74 — 90% psoéw z objawami wymiotow oraz u 47 — 100%
zdrowych kotow i u 57 — 100% kotéw z objawami wymiotow.

Na podstawie wynikow badan histopatologicznych wycinkéw btony $luzowej z trzo-
nu i z czgdci odzwiernikowej zotadka w odniesieniu do zwierzat zdrowych (podgrupa Al
i BI) zaobserwowano, ze pomimo braku objawéw klinicznych i zmian w obrazie endo-
skopowym (w ocenie makroskopowej) u 3 psow oraz u 5 kotow stwierdzono przewlekle
zapalenie zotadka lekkiego stopnia (gastritis chronica levis). Podobnie Simpson i wsp.
[1999; 1999], w dwoch roznych pracach badawczych, wykazali mozliwos¢ wystepowa-
nia przewleklego zapalenia zotadka stopnia lekkiego u zwierzat nie wykazujacych obja-
wow klinicznych. Obserwacje te potwierdzaja takze badania: Happonena i wsp. [1998],
ktorzy u pso6w bez objawdw klinicznych w badaniu histopatologicznym wycinkéw btony
$luzowej rozpoznali przewlekte zapalenie zotadka stopnia lekkiego oraz Yamasaki’ego i
wsp. [1998], ktérzy u psoéw i u kotow, nie wykazujacych objawow klinicznych, rowniez
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na podstawie badania histopatologicznego rozpoznali przewlekte zapalenie zotadka lek-
kiego stopnia.

W pséw z podgrupy All ocena histopatologiczna wycinkéw blony Sluzowej zotadka
wykazata, ze najczeéciej wystgpowato przewlekle zapalenie zotadka stopnia lekkiego
(98/137), a znacznie rzadziej stopnia umiarkowanego (25/137) i cigzkiego (15/137).
Analogicznie w podgrupie BII przewlekle zapalenie zotadka stopnia lekkiego rozpozna-
no u 46 z 64 kotéw, stopnia umiarkowanego u 10, a stopnia cigzkiego u 8. Powyzsze
obserwacje potwierdzaja w swoich badaniach Simpson i wsp. [1999; 1999], Simpson
[2005] oraz Yamasaki i wsp. [1998].

W oparciu o wyniki badania histopatologicznego wycinkow btony §luzowej zotadka u
psow w podgrupie All wykazano, ze zmiany zapalne w czg$ciej odzwiernikowej wyste-
powaly istotnie statystycznie czgéciej, niz w trzonie tego narzadu. W przypadku kotéw w
podgrupie BII nie zaobserwowano powyzszej zalezno$ci. Obserwacje dotyczace psow
potwierdza Sapierzynski i wsp. [2003]. Natomiast Happonen [1996], w odniesieniu do
kotow, czgSciej stwierdzal zapalenie w czg$ci odzwiernikowej zotadka.

W badaniach wtasnych nie stwierdzono r6znicy w stopniu kolonizacji blony §luzowej
zotadka przez drobnoustroje z rodzaju Helicobacter w trzonie i w czgs$ci odzwiernikowe;j
tego narzadu u zwierzat chorych. Lee 1 wsp. [1992], Simpson i wsp. [1999] oraz Happo-
nen i wsp. [1996] w badaniach przeprowadzonych u psow — podobnie nie zauwazyli
roznicy w stopniu kolonizacji blony s$luzowej poszczegélnych czgsci anatomicznych
zotadka. U badanych zwierzat nie zaobserwowano zalezno$ci pomigdzy stopniem kolo-
nizacji blony $luzowej zotadka, a nasileniem zmian zapalnych, co jest zgodne z opinia
Happonena i wsp. [1998]. Hwanga i wsp. [2002], Simpsona i wsp. [1999] oraz Wiinber-
ga i wsp. [2005]. Natomiast zdaniem Lee i wsp. [1992] oraz Sapierzynskiego i wsp.
[2003] taka zalezno$¢ istnieje.

Niektorzy autorzy [Cattoli i wsp., 1999; Happonen i wsp., 1998; Sapierzynski i Ma-
licka, 2005; Simpson i wsp., 1999; Stoffel i wsp., 2000] wskazuja na mozliwo$¢ rozpo-
znawania zakazenia oraz roznicowania drobnoustrojow z rodzaju Helicobacter migdzy
soba w oparciu o badania w mikroskopie elektronowym. Tezg t¢ potwierdzaja badania
wlasne, zwlaszcza z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej scaningowej, na podsta-
wie ktorych udato si¢ zidentyfikowaé Helicobacter heilmannii i Helicobacter felis.

Na postawie badan wiasnych stwierdzono, ze najlepsza metoda rozpoznawania zaka-
zenia btony §luzowej zotadka drobnoustrojami z rodzaju Helicobacter jest badanie biop-
tatow metoda PCR, ktdre okresla przynalezno$é gatunkowsa. Przyjgta w pracy metodyka
badan PCR zashuguje na szczego6lna uwagg i jest godna polecenia.

Istotna statystycznie roznicg w analizie poroOwnawczej, wykorzystanych w badaniach
inwazyjnych metod wykrywania zakazenia Helicobacter spp., na korzy$s¢ PCR wykazano
poréwnujac: PCR z testem ureazowym, PCR z bezposrednim preparatem bakteriologicz-
nym, PCR z mikrobiologicznymi badaniami hodowlanymi oraz PCR z preparatem histo-
patologicznym, barwionym metoda Giemsy. Rozpoznawanie zakazen blony Sluzowej
zotadka drobnoustrojami Helicobacter spp. metoda PCR zalecaja takze: Héanninen
[2005], Neiger i wsp. [1999] oraz Owen [1998].

Z pozostatych metod wykorzystanych w badaniach wtasnych do wykrywania zakaze-
nia Helicobacter spp. stosunkowo dobra wykrywalno$¢ uzyskano stosujac szybki test
ureazowy oraz bezposredni preparat bakteriologiczny, aczkolwiek pamigta¢ nalezy,
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ze szybki test ureazowy nie powinien by¢ stosowany samodzielnie [Wisniewska, 2003].
W opinii autora pracy mikrobiologiczne badania hodowlane oraz wykazywanie obecno-
sci Helicobacter spp. w preparatach histopatologicznych z wycinkdéw blony §luzowej
zotadka, za pomoca barwienia metoda Giemsy, charakteryzowatly si¢ stosunkowo niska
wykrywalnosécia zakazen Helicobacter spp. Podobnego zdania sa Happonen i wsp.
[1998], ktorzy uwzgledniajac czutos¢ zastosowanych w swoich badaniach metod wyka-
zali, ze wykrywalno$¢ zakazenia Helicobacter spp. byta wyzsza w przypadku stosowania
bezposredniego preparatu bakteriologicznego niz w przypadku badania histopatologicz-
nego i szybkiego testu ureazowego.

W badaniach wlasnych przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata zaleznosci
pomig¢dzy wiekiem zwierzat w grupie A oraz w grupie B a czgstoscia wystgpowania
zakazenia blony §luzowej zotadka drobnoustrojami Helicobacter spp. Z kolei w bada-
niach Sapierzynskiego i wsp. [2003], przeprowadzonych u psow, ktore autorzy podzielili
na 3 grupy wiekowe: do 6 mies., od 6 mies. do 5 lat oraz powyzej 5 lat, wykazano czgst-
sze wystgpowanie zakazenia Helicobacter spp. u pséw w wieku powyzej 5 lat (89,18%)
w poréwnaniu do psoOw w wieku do 6 mies. (71,42%) oraz pséw w wieku od 6 mies. do 5
lat (69,2%).

Na podstawie analizy statystycznej ilosci wykrywanych metoda PCR gatunkow Heli-
cobacter spp. 1 systemu utrzymania zwierzat wykazano, ze u zwierzat utrzymywanych
grupowo czesciej wystepowaly zakazenia mieszane (dwoma, trzema, a nawet czterema
gatunkami). Wydaje sig, ze taki system utrzymania sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ zaka-
zenia. Podobne obserwacje poczynili Henry i Long [1997] oraz Simpson [2005], ktorzy
stwierdzili zakazenie Helicobacter spp. u 100% psow utrzymywanych w systemie gru-
powym (panelowym) oraz u 100% beagle, takze utrzymywanych grupowo, wykorzysty-
wanych do réznych badan laboratoryjnych.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze zakazenie blony $luzowej zotadka drobno-
ustrojami z rodzaju Helicobacter spp. jest szeroko rozpowszechnione wsrdod psow
i kotéw, a najlepsza metoda rozpoznawania infekcji jest badanie PCR. Zaproponowana w
pracy metodyka badan PCR charakteryzuje si¢ wysoka czutoscia i specyficznoscia wy-
krywania zakazen Helicobacter spp. W oparciu o badania wiasne wykazano, ze psy
i koty moga by¢ rezerwuarem drobnoustrojow z rodzaju Helicobacter, chorobotworczych
dla cztowieka (Helicobacter pylori oraz Helicobacter heilmannii) i stanowi¢ dla niego
potencjalne zroédto zakazenia. Powyzsza tez¢ potwierdza fakt, ze podczas realizacji ba-
dan, we wspolpracy z Akademia Medyczna we Wroctawiu, stwierdzono przypadek sro-
dowiskowego zapalenia blony Sluzowej zotadka u dziecka, wywotanego przez Helico-
bacter heilmannii. Wykonane badania endoskopowe u psa i kota, z ktérymi dziecko
miato codzienny kontakt, wykazalo u tych zwierzat przewlekle zapalenie zotadka, a w
badaniu PCR wycinkow blony $luzowej stwierdzono zakazenie Helicobacter heilmannii
[Gosciniak i wsp., 2004]. Miedzy innymi z powyzszego wzgledu u zwierzat z zapaleniem
zotadka, a tym bardziej z rozpoznana infekcja Helicobacter, w pelni uzasadnione jest
leczenie eradykacyjne.
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6. WNIOSKI

1. Zakazenie blony §luzowej zoladka drobnoustrojami z rodzaju Helicobacter jest
szeroko rozpowszechnione u psow i kotow i dotyczy zaréwno zwierzat zdrowych, jak
i chorych.

2. Najczestszym gatunkiem kolonizujacym btong §luzowa zotadka u pséw i kotow
jest Helicobacter heilmannii.

3. Btong $luzowa zotadka psa moze kolonizowaé Helicobacter pylori.

4. Badanie wycinkdéw blony §luzowej zotadka metoda PCR jest najlepszym sposo-
bem wykrywania zakazenia Helicobacter spp. u pséw i kotow.

5. Laczne stosowanie klasycznej metody PCR, metody nested — PCR oraz semine-
sted — PCR z wykorzystaniem odpowiednich primeréw umozliwia najlepsza identyfika-
cje gatunkowa drobnoustrojow z rodzaju Helicobacter, wystgpujacych w zotadku psow
i kotow.

6. Psy i koty moga by¢ rezerwuarem bakterii z rodzaju Helicobacter, potencjalnie
chorobotworczych dla cztowieka.

7. Ustalenie zwiazku migdzy zakazeniem Helicobacter spp. a zmianami w blonie
sluzowej zotadka pséw i kotow wymaga dalszych badan o charakterze do§wiadczalnym i
obserwacji ciagtych.
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COLONIZATION OF GASTRIC MUCOSA
IN DOGS AND CATS WITH MICROORGANISMS
OF HELICOBACTER SPP. — CLINICAL ASPECT

Summary

The infections with Helicobacter spp. in the stomach of dogs and cats are popular.
Those microorganisms were isolated from the gastric mucosa of the healthy animals as
well as from the mucosa of the affected stomach. The bacteria were found both in the
cardiac part, the fundus, the corpus and the pyloric part of the stomach. Recently more
and more authors claim that dogs and cats may be a reservoir of those microorganisms
and constitute the source of infection for humans. So far the significance of the infections
with Helicobacter spp. in the course of gastric diseases in dogs and cats has not been
elucidated. The current knowledge of the subject is not complete and the problem calls
for further research.

The aim of the study was to determine the frequency of occurrence of Helicobacter
spp. microorganisms in the dogs and cats stomach, the application and assessment of
usefulness of invasive methods in the detection of stomach infections with Helicobacter
spp., the species identification as well as determination of the role of those bacteria in the
origination of pathological lesions in those animals stomach.

The study entailed 241 animals which were divided into two groups A and B. The
group A included 157 dogs, group B — 84 cats. Both groups A and B were again divided
into 2 subgroups: I and II. In this way four subgroups Al, All and BI, BII were formed.

The subgroups Al and BI (control) included healthy animals in which no disorders in
the functioning of the organism were found on the basis of anamnesis, clinical examina-
tion and the results of the hematological and biochemical blood tests. Those subgroups
included also healthy animals in which the endoscopic examination (macroscopic as-
sessment) did not show any lesions in gastric mucosa considered normotypical.

The subgroups All and BII (study) included animals with dyspeptic signs indicating
stomach diseases (vomiting of different character, decreased appetite, loss of appetite,
changeable appetite, progressing body weight loss, fetor ex ore, painfulness in the sto-
mach area). Those subgroups included also animals not manifesting the above clinical
signs but in which the gastroscopy showed macroscopic lesions in gastric mucosa indi-
cating gastritis. The subgroup Al included 20 dogs of different breed and sex, aged 6
months — 17 years; AIl — 137 dogs of different breed and sex, aged 2 months — 17 years;
BI — 20 cats of different breed and sex, aged 6 months — 12 years and BII — 64 cats of
different breed and sex, aged 6 months — 13 years. All the animals underwent gastrosco-
py during which mucosa bioptates were collected from the corpus and the pyloric part of
the stomach for further examinations: microbiological ( rapid urease test, direct bacterio-
logical preparation, culture examinations), PCR, histopathological ( hematoxyline and
eosine staining and Giemsa methods) and electron microscopy (scanning and transmis-
sion microscopy). The results were subjected to statistical analysis.
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The positive results of the rapid urease test were obtained in 18 (90%) dogs from the
subgroup Al, 15 (75%) cats from the subgroup BI and 117 (85.4%) dogs from the sub-
group All, 42 (65.6%) cats from the subgroup BII.

The spiral, curvy, Gram-negative microorganisms were found in the direct bacterio-
logical preparation made from corpus mucosa samples in 16(80%) dogs from the sub-
group Al, 13 (65%) cats from the subgroup BI, 107 (78.1%) dogs from the subgroup All
and 39 (60.9%) cats from the subgroup BII.

The spiral, curvy, Gram-negative microorganisms were found in the direct bacterio-
logical preparation made from pyloric mucosa samples in 18(90%) dogs from the sub-
group Al, 13(65%) cats from the subgroup BI, 94(68.6%) dogs from the subgroup All
and 37(57.8%) cats from the subgroup BII.

On the basis of the bacteriological culture examinations Helicobacter spp. were found
in 6(30%) dogs from the subgroup Al, in 21 (15.3%) dogs from the subgroup All ,in 11
(17.2%) cats from the subgroup BII and in the cats the subgroup BI the result of the
above examinations was negative.

Basing on molecular PCR examinations the microorganisms of Helicobacter were
found in gastric mucosa samples: in 20 (100%) dogs in the subgroup Al, in 15 (75%) cats
in the subgroup BI, in 133 (97.1%) dogs in the subgroup AIl and in 46 (71.9%) cats in
the subgroup BII.

On the basis of the histopathological examinations of gastric bioptates from the cor-
pus and the pylorus the chronic gastritis was observed in 3 (15%) dogs in the subgroup
Al in 5 (25%) cats in the subgroup BI and in all the animals in the subgroups AIl and
BIL

The histopathological examinations of gastric bioptates stained by Giemsa method
showed microorganisms of Helicobacter morphology in 5 (25%) dogs in the subgroup
Al, in 3 (15%) cats in the subgroup BI, in 36 (26.3%) dogs in the subgroup AIl and in 11
(17.2%) cats in the subgroup BII.

PCR examination of gastric bioptates in the examined population of animals showed

Helicobacter heilmannii in 193 (80.1%) animals, Helicobacter pylori — in 8 (3.3%), He-
licobacter felis —in 119 (49.4%) and Helicobacter salomonis —in 7 (2.9%).
The conducted research showed that the infection of gastric mucosa with Helicobacter
spp. is common in dogs and cats and it concerns both healthy and unhealthy animals. The
most frequent species colonizing gastric mucosa in dogs and cats is Helicobacter heil-
mannii. It was also proved that gastric mucosa in dogs may be colonized by Helicobacter
pylori. The examination of gastric mucosa bioptates by PCR method is the best way to
detect the infection with Helicobacter spp. in dogs and cats. The combined application
of the classical PCR method, nested — PCR and seminested PCR with the use of appro-
priate primers allows the best species identification of those bacteria. Dogs and cats may
be the reservoir of Helicobacter bacteria which are potentially pathogenic to human.

In spite of the fact that no connection between the infection of gastric mucosa with
Helicobacter spp. and its inflammation was found it is recommended for dogs and cats
with diagnosed gastritis to undergo the eradicating therapy.
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Zalacznik 1

Ryc. A. Obraz endoskopowy przewleklego zapalenia w czgsci odzwiernikowej zotadka (pies).
Zgodnie z systemem Sydney zmiany zapalne sklasyfikowano jako umiarkowanie nasilone

Fig. A. Endoscopic picture of chronic inflammation in pyloric part of stomach (dog). According to
Sydney system inflammatory changes classified as moderetly intensified changes

Ryc. B. Przewlekte zapalenie zotadka w obrazie endoskopowym (pies). Widoczne wcigcie katowe
zotadka oraz czg¢$¢ odzwiernikowa. Zgodnie z systemem Sydney zmiany zapalne sklasyfikowano
jako wyraznie nasilone

Fig. B. Chronic gastritis in endoscopic picture (dog). Angulus of stomach and pyloric part visible.
According to Sydney system inflammatory changes classified as distinctly intensified changes
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Ryc. C. Pobieranie wycinkow blony $luzowej zotadka do dalszych badan laboratoryjnych. Wi-
doczna czg§¢ odzwiernikowa zoladka oraz szczypce biopsyjne wychodzace z kanatu roboczego
fiberoskopu

Fig. C. Biopsy of gastric mucosa for further laboratory tests. Pyloric part of stomach and biopsy
forceps (in instrumental fiberscope canal) visible

Ryc. D. Pobieranie wycinkéw btony $luzowej z czgsci odzwiernikowej zotadka do dal-
szych badan laboratoryjnych (krwawienie po biopsji)

Fig. D. Biopsy of gastric mucosa from from pyloric part of stomach for further laboratory
tests (bleeding after biopsy)
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TEST UREAZOWY

. NSTYTUT gmotcl | ZYWIENIA
LI. Powsifiska 61/63, 02.903 Warszaws
| telfax +48 (22) 550 96 67 :

Ryc. A . Ujemny (negatywny) wynik szybkiego testu ureazowego
Fig. A. Negative result of rapid urease test

(UE
Do wykrywania Helcobocter pylord
® @ rozyywny

- negatywny

Producent | dysirybutor;

INSTYTUT ZYWNOSCI | ZYWIENIA
ul Powsinsks 61163, 02.903 Warszaws

Aol fax: 45 (22) 550 96 67

Ryc. B. Dodatni (pozytywny) wynik szybkiego testu ureazowego
Fig. B. Positive result of rapid urease test

Zalacznik 2
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Zalacznik 3

Ryc. A. Spiralne, zakrzywione, Gram-ujemne drobnoustroje widoczne w bezposrednim preparacie
bakteriologicznym, barwionym metoda Grama

Fig. A. Spiral, curvy, Gram-negative microorganisms visible in direct bacteriological preparation
stained by Gram method
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Zalacznik 4

Przyktadowe wyniki reakcji PCR

Na rycinach A, B, C, D, E i F przedstawiono elektroforetyczny rozdziat produktow
PCR w 0,9 % zelu agarozowym. Elektroforezy prowadzono w obecno$ci bromku etydy-
ny w stezeniu 0,25 pg/ml. Numery $ciezek odpowiadaja numerom probek. Pozostate
oznaczenia: Kn — kontrola negatywna; M — marker masy.

1 2 3 4 5 6

7 8 Kn M

1 2 3 4 5 6 7 8 Kn M

Ryc. A. Pierwszy etap nested — PCR ze starte-
rami zewngtrznymi Heil2F i1 Heil2R do wykry-
wania obecnosci Helicobacter heilmannii

Ryc. B. Drugi etap nested — PCR ze starterami
wewngetrznymi W2heilF i W2heilR do wykrywa-
nia obecnosci Helicobacter heilmannii

M I 2 3 4 5 6 7 8 Kn

M 12 3 4 5 6 7 8 Kn

Ryc. C. Pierwszy etap nested — PCR ze starte-
rami zewngtrznymi FelF i FelR do wykrywania
obecno$ci Helicobacter felis

Ryc. D. Drugi etap nested — PCR ze starterami
wewngtrznymi WfelF i WfelR do wykrywania
obecno$ci Helicobacter felis
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Ryc E. Pierwszy etap nested — PCR ze startera- | Ryc. F. Drugi etap nested — PCR ze starterami
mi zewngtrznymi PylF i PylR do wykrywania | wewngtrznymi WpylF i WpylR do wykrywania
obecnosci Helicobacter pylori obecnosci Helicobacter pylori

Examples of PCR reaction results

Fig. A, B, C, D, E and F show electrophoretic distribution of PCR products in 0,9%
agarose gel. Electrophoreses were carried out in presence of etidine bromide at concen-
tration of 0,25 ug/ml. Numbers of pathways correspond to numbers of samples. Remain-
ing designations: Nc¢ — negative control; M — mass marker

Fig. A. First stage of nested — PCR with external starters Heil2F and Heil2R for Heli-
cobacter heilmannii detection

Fig. B. Second stage of nested — PCR with internal starters W2heilF and W2heilR for
Helicobacter heilamannii detection

Fig. C. First stage of nested — PCR with external starters FelF and FelR for Helico-
bacter felis detection

Fig. D. Second stage of nested — PCR with internal starters WfelF and WfelR for He-
licobacter felis detection

Fig. E. First stage of nested — PCR with external starters PylF and PyIR for Helico-
bacter pylori detection

Fig. F. Second stage of nested — PCR with internal starters WpylF and WpyIR for He-
licobacter pylori detection
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Zalacznik 5

§ S =65 - = : X ‘
Ryc. A. Zapalenie blony §luzowe;j trzonu zotadka. Naciek limfocytarny zajmuje 1/3 warstwy blony
$luzowej. Barwienie H-E. Powigkszenie x100

Fig. A. Inflammation of gastric mucosa in corpus. Lymphocytic infiltration occupies 1/3 of muco-
sa. H-E staining. Magnification x100

sywny naciek limfocytarny obejmujacy cata grubos¢ btony sluzowej oraz grudki chtonne tzw.
lymphoid hyperplasia. Barwienie met. Giemsy. Powigkszenie x 100

Fig. B. Chronic gastritis in pyloric part, visible intensive lymphocytic infiltration affecting the
whole mucosa thickness and lymph nodules so- called lymphoid hyperplasia. Giemsa staining.
Magnification x 100
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Ryc. C. Kolonizacja Helicobacter w §wietle gruczotu zotadka. Barwienie met. Giemsy.
Powigkszenie x 400
Fig. C. Helicobacter colonization in gastric gland lumen. Giemsa staining. Magnification x 400

Ryc. D. Przewlekte zapalenie blony §luzowej trzonu zotadka stopnia cigzkiego (system Sydney).
Barwienie H-E. Powigkszenie x 100
Fig. D. Chronic gastritis in corpus — severe grade (Sydney system). H-E staining. Magnification x 100
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Zalacznik 6

14 mn

1pn
EHT =28 .88 kV

Ryc. B
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EHT=28 .88 kV WD 14 nn

Ryc. C

Ryc. A, B i C. Bakterie o morfologii Helicobacter spp. kolonizujace blong $luzowa zotadka psa.
Zdjecia wykonano w mikroskopie scaningowym

Fig. A, B and C. Bacteria of Helicobacter spp. Morphology colonizing gastric mucosa in dog.
Photos taken with scanning microscope

™ F" »‘l*:%;"f- ;

W 14 mn

Ryc. D. Bakterie o morfologii Helicobacter spp. kolonizujace blong §luzowa zotadka psa.
Widoczne dwa gatunki rézniace si¢ morfologicznie (H. heilmannii oraz H. felis).

Zdjecie wykonano w mikroskopie scaningowym

Fig. D. Bacteria of Helicobacter spp. Morphology colonizing gastric mucosa in dog. Two morpholog-
ically different species (H. heilmannii and H. felis) visible. Photo taken with scanning microscope
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