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SUMMARY

It is well known that dogs often have Helicobacter spp in their stomach. The
importance of these bacteria in the development of gastrointestinal disease in dogs is
still unknown. In humans, Helicobacter pylori is a causative agent of chronic gastritis
and gastric ulcers. In contrast to humans, dogs seldom harbour naturally acquired H.
pylori. Instead they are more often colonized by other Helicobacter spp, like
Helicobacter bizzozeroni, Helicobacter salomonis and Helicobacter felis. Usually
different species are present simultaneously, which makes it difficult to know if some
species are responsible for the symptoms or if all species are normal inhabitants of
the stomach. The widespread occurrence of Helicobacter spp in dogs also makes it
difficult to find bacteria-free control groups. Despite the uncertainty about the role of
Helicobacter spp in the pathogenesis of gastritis, there are treatment
recommendations in the literature, often combinations of antibiotics and antacids.

This investigation is part of a larger study, with the aim to identify Helicobacter spp
in stomach, saliva and faeces in healthy dogs and in dogs with signs of
gastrointestinal disease. In addition, the histopathological appearance of the stomach
was investigated, and correlated to presence of Helicobacter spp.

The occurrence of Helicobacter spp in the stomach and the histopathological
appearance of the mucosa were investigated in 7 family dogs with signs of
gastrointestinal disease and in 5 healthy colony dogs without signs of gastrointestinal
disease. The presence of Helicobacter spp in saliva and faeces was investigated in the
two groups and in 17 healthy family dogs without signs of gastrointestinal disease.
Helicobacter-bacteria were identified with polymerase chain reaction (PCR) and light
microscopy of histological sections.

The results show that Helicobacter spp are common in saliva, faeces and gastric
mucosa in both healthy dogs and in dogs with signs of gastrointestinal disease. In
general, the healthy colony dogs showed higher degree of abnormal histopathological
findings than did the dogs with signs of gastrointestinal disease. Helicobacter spp
were found in stomachs from dogs in both groups. This study could not correlate
occurrence of Helicobacter spp to occurrence of gastrointestinal disease.



SAMMANFATTNING

Man vet att hundar hirbargerar Helicobacter spp i magsidcken. Det dr dock inte
klarlagt vilken betydelse dessa bakterier har for utveckling av sjukdom i mage och
tarm hos hund. Hos ménniska spelar Helicobacter pylori en viktig roll for utveckling
av gastrit och ulcus ventriculi. Hundar har, till skillnad fran ménniska, sdllan naturlig
forekomst av H. pylori, istdllet dominerar andra arter sasom Helicobacter
bizzozeroni, Helicobacter salomonis och Helicobacter felis. Ofta ses flera arter
samtidigt, vilket gor det svart att veta om ndagra arter eventuellt ger upphov till
symptom eller om alla arter ar normalflora. Den utbredda forekomsten av
helicobacterbakterier hos hund gor det dessutom komplicerat att hitta bakteriefria
kontrollgrupper. Trots ovissheten om vad Helicobacter spp betyder for patogenesen
vid gastrit, finns behandlingsrekommendationer 1 form av olika kombinationer av
antibiotika och syrareglerande farmaka i litteraturen.

Denna undersokning &r en del av en storre studie med syfte att kartligga forekomsten
av helicobacterbakterier i magsick, saliv och feces hos friska hundar samt hos hundar
med symptom pa gastrointestinal sjukdom, for att se om grupperna skiljer sig at.
Malsittningen dr ocksa att karaktérisera den histopatologiska bilden i magsicken hos
friska hundar och hundar med symptom pa gastrointestinal sjukdom och korrelera
den till forekomst av Helicobacter spp och helicobacterart.

Forekomsten av helicobacterbakterier i magsicken och magsickens histopatologiska
bild undersoktes hos 7 familje/sdllskapshundar med kroniska kriakningar samt hos 5
undervisningshundar utan symptom pa gastrointestinal sjukdom.
Helicobacterférekomst i saliv och avfoéring undersoktes hos hundarna i de bada
grupperna  samt  hos  ytterligare 17  friska  familje/séllskapshundar.
Helicobacterbakterier pavisades med polymerase chain reaction (PCR) och med
ljusmikroskopisk undersokning av histologiska snitt fran magsicken.

Resultaten visar att Helicobacter spp #r vanligt forekommande hos bade friska
hundar och hundar med symptom pa gastrointestinal sjukdom. De friska
undervisninghundarna hade generellt mer hoggradiga histopatologiska fordandringar i
sina magsicksbiopsier #@n hundarna med symptom pa gastrointestinal sjukdom.
Helicobacter spp fanns i magsdcken hos hundar fran bada grupperna. I den hér
studien kunde forekomst av Helicobacter spp saledes inte korreleras till sjukdom.



INLEDNING

Det &dr kidnt att hundar i stor utstrickning hirbargerar Gastric Helicobacter-Like
Organisms med typisk morfologi for Helicobacter spp (GHLO) i magsidcken men
man vet dnnu inte vilken betydelse dessa bakterier har for utveckling av sjukdom i
mage och tarm. I en undersokning fann man att mer dn 70 % av alla hundar, bade
sjuka och friska, har helicobacterbakterier i magsicken (Neiger och Simpson, 2000).
Man vet att det finns flera olika sorters helicobacterbakterier och att hundar ofta &r
infekterade med flera sorter samtidigt, vilket forsvarar beddmningen av bakteriernas
patogenicitet. De GHLO som koloniserar hundars magsick &r stora, spiralformade
och syrataliga. Helicobacter spp ér svarodlade men syns ofta vid histopatologisk
undersokning av biopsier fran hundar med mag- och tarmsjukdomar. Man har i hogre
utstrickning borjat behandla sadana hundar med antibiotika da man misstinker att
bakterierna dr orsak till deras symptom. Orsaken till den Okade
behandlingsfrekvensen kan bero pa att det ofta #r svart att hitta nagon orsak till
kronisk gastroenterit hos hund, samt upptickten av betydelsen av infektion med
Helicobacter pylori hos méanniska.

Forr trodde man att magsidcken var sa gott som steril. Nu vet man att valpens
magsick koloniseras av en blandflora av aerober och anaerober kort efter fodseln.
Redan hos 6-veckors valpar har man hittat GHLO, vilka troligen fors over fran tiken
(Happonen, 1999). Andra bakterier in de som koloniserar magsicken forekommer i
magsicken efter att hunden itit, sa kallad “transient flora”. Denna flora, som kan
besta av Proteus spp, Streptococcus spp och Lactobacillus spp, regleras troligen av
magsickens syrasekretion och tomning (Simpson, 2005¢). En pH-hdjning genom
hyposekretion av magsyra och/eller medicinsk inhibering av magsickens
syrautsondring, skulle kunna leda till att bakterierna kan proliferera. De GHLO som
patriffats hos hund ar i likhet med H. pylori ureasproducerande. Urea, som finns i
magsaften, bryts av ureas ned till ammoniak och bikarbonatjoner, och denna
buffrande effekt kan gora det mojligt for Helicobacter spp att Gverleva i sura miljoer.
Fynd av spiralformade organismer i tarm finns rapporterade fran Sverige i samband
med diarré hos perserkatter (Feinstein och Olsson, 1992). Det finns dven studier dar
Helicobacter spp pavisats i tarm hos beaglar (Lee et al., 1992).

LITTERATUROVERSIKT
Symptom och diagnostik vid gastrit

Det dr viktigt att ha i atanke att krikningar kan ha sitt ursprung i en méngd olika
sjukdomar. For att utesluta sjukliga forandringar utanfor mag-tarmkanalen som orsak
till symptomen &r det darfor av stor betydelse att ha ett systematiskt tillvigagangssitt
ndr man hanterar hundar med kriakningar (Simpson, 2005a).

Akut gastrit karaktidriseras kliniskt av plotsligt inséttande krdkningar (Simpson,
2005b). Diagnostiken bestar av utforlig anamnesupptagning och noggrann klinisk
undersokning, vilket for det mesta &r tillrackligt da akuta krikningar ofta upphor
spontant. Om djuret har nedsatt allméntillstand eller om den kliniska undersokningen
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ger fynd som avslojar allvarligare problem (exempelvis buksmairta eller ikterus) bor
ytterligare undersokningar sasom rontgen av buken samt hematologiska och kliniskt
kemiska blodanalyser utforas. Beroende pa djurets kliniska symptom utfors dven
andra relevanta undersokningar. Den vanligaste orsaken till akuta kridkningar &r att
djuret har #tit nagot olampligt, andra orsaker kan vara tarmobstruktion av frimmande
kropp eller tarminvagination, och infektidsa sjukdomar. (Simpson, 2005a)

Olika forfattare definierar kronisk gastrit och kroniska kriakningar olika. Exempelvis
betecknar Twedt (2000) krikningar som pagatt mer dn 5-7 dagar och/eller inte svarat
pa behandling som kroniska, medan Simpson (2005a) bendmner krikningar som
pagatt lingre #n 5 dagar som kroniska. Symptomen vid kronisk gastrit &r
huvudsakligen krikningar innehallande foder eller galla. Dalig aptit, viktsforlust,
melena och hematemesis forekommer ocksa. Vid foderdverkinslighet ses ofta
gastrointestinala och dermatologiska symptom tillsammans. Precis som vid akut
gastrit bestar diagnostiken av noggrann anamnes och klinisk undersokning, for att
utesluta andra orsaker till symptomen. Vid kroniska krikningar bor dessutom alltid
hematologiska och kliniskt kemiska blodparameterar, rontgen och/eller ultraljud av
buken samt urinanalys och trickundersokning inga. Eosinofili kan 6ka misstanken
om foderdverkinslighet, endoparasiter och mastcellstumdrer. Hypoproteinemi
forekommer bland annat vid mer omfattande inflammatoriska tillstand i mag- och
tarmkanalen och vid alimentédrt lymfom. Trickprov kan avsloja forekomst av
parasiter och bakterier som kan orsaka krikningar och diarré (sasom Giardia spp och
Salmonella spp) och ultraljud kan ge information om lokala och utbredda
slemhinnefordndringar i mag- och tarmkanalen, forstorade lymfknutor med mera. Vid
kronisk gastrit dr den kliniska undersokningen, hematologiska och kliniskt kemiska
blodparametrar samt ultraljud och rontgenundersokningar i de flesta fall utan
anméirkning eller med ospecifika avvikelser. For att fa en diagnos krdvs ofta
endoskopi eller kirurgi for att ta biopsier fran magsdck och tarm for histopatologisk
undersokning. (Simpson, 2005a; Simpson, 2005b) Det &r viktigt att man tar biopsier
dven om slemhinnan makroskopiskt ser normal ut, da de flesta gastritférindringar &r
pa mikroskopisk niva.

Inflammatory Bowel Disease (IBD)

IBD har kliniskt definierats som persisterande gastrointestinala symptom férknippade
med histologiskt pavisbar kronisk inflammation av okédnd etiologi, som generellt
svarar pa behandling med immunosupprimerande medel (Jergens, 2004). IBD ér i
princip en uteslutningsdiagnos och tarmsjukdomar av annan orsak sasom systemiska
sjukdomar, parasitinfektioner, fodoamnesoverkinslighet, infektiosa sjukdomar och
alimentdra neoplasier ska uteslutas (Jergens och Zoran, 2005). Forr forknippades IBD
med fordndringar huvudsakligen i grovtarmen (Sherding and Burrows, 1992). Detta
har omvirderats och pa senare tid har man forstatt att hela gastrointestinalkanalen kan
vara inblandad. Enligt Washabau (2005) och German (2005) kan magsédcken och
tunntarmarna och/eller grovtarmen vara involverad. De flesta hundarna har diarré,
men symptomen beror pa vilken del av gastrointestinalkanalen som &r inflammerad
(Hall och Simpson, 2000). Enligt Washabau (2005) ska IBD missténkas kliniskt vid
kroniska (det vill sdga mer @n 3 veckors duration) gastrointestinala problem, vid
daligt eller inget svar pa symptomatisk behandling (som exempelvis avmaskning,
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antibiotika, magslemhinneskyddande medel), och nér histopatologisk undersokning
av biopsier visar inflammatoriska foridndringar.

Det finns flera olika former av IBD hos hund, troligen férekommer tjocktarmsformen
oftast. Beroende pa vilka sorters inflammatoriska celler som aterfinns vid den
histopatologiska undersokningen definieras IBD som neutrofil, eosinofil, lymfocytir,
plasmacytir eller granulomatds. Aven arkitektoniska slemhinneforindringar
(exempelvis villusatrofi, kryptkollapser), skadans utbredning (fokal eller generell,
ytlig eller djup), omfattning (mild, mattlig, hoggradig) samt topografin (magsick,
duodenum, jejunum, ileum etc) dr av vikt for bedomningen. (Washabau, 2005)

En hypotes dr att IBD orsakas av en forlust av tolerans for normalfloran och/eller
fododmnesantigen, som leder till onormal T-cellsaktivitet i mag- och tarmkanalen
(Washabau, 2005; Simpson, 2005c). Guilford och Strombeck (1996) foreslar att
GHLO hos hund skulle kunna vara en predisponerande faktor for fododmnesallergi,
gastrit och IBD. I forsok har man sett att inflammation 1 grovtarmen leder till stérd
motilitet vilket kan vara orsak till symptomen vid grovtarms-IBD (diarré, slemmig
avforing, tenesmus, smérta etc). Det finns inget bevis for genetisk predisposition men
vissa hundraser (ex schifer och boxer) verkar 16pa storre risk att drabbas dn andra
hundraser. Detta kan jimforas med Crohn’s sjukdom och ulcerds colit som é&r
vanligare hos méanniskor med vissa genotyper. (Washabau, 2005)

Helicobacter spp vid kroniska gastroenteriter

Mer &n hilften av virldens alla ménniskor ar kroniskt infekterade med H. pylori
(Brown, 2000). Vissa typer av H. pylori, sa kallade typ I stammar, forknippas med
inflammation i magsédcken och uttryck av vissa proinflammatoriska cytokiner. Dessa
stammars Okade virulens beror bland annat pa produktion av ett toxin (VacA) som &r
cytopatiskt for magsickens epitelceller. Typ I-stammarna har dessutom en samling
gener som kodar for andra virulensfaktorer, bland annat induceras syntes av
interleukin 8 av magsickens epitelceller. Interleukin 8 &r ett cytokin som verkar
kemotaktiskt och aktiverande for neutrofiler. Dessa typ-I stammar &dr kopplade till
utveckling av peptiska ulcera och magsickscancer. (Rossi et al., 1999). Nagot
samband mellan cytokinuttryck och kolonisering av GHLO har dock ej pavisats hos
hund (Wiinberg et al., 2005).

I en studie dér en koloni beaglar infekterades med H. pylori, sags samma histologiska
monster som hos minniskor infekterade med H. pylori. En vecka efter per oral
infektion sags, framfor allt i corpus och antrum, hyperemi och 6dem i lamina propria
med infiltrat av granulocyter. Efter tva veckor sags en minskning av grnulocyter och
en Okning av mononukledra celler. Vid gastroskopi 4 veckor efter infektion syntes
erosioner i antrum och 8 veckor efter infektion sag magséicksslemhinnan ojamn ut,
vilket #r typiskt for kronisk follikulédr gastrit. Histopatologiskt sdgs sma ansamlingar
av lymfocyter och plasmaceller samt lymffolliklar. (Rossi et al., 1999)

Endast i en studie har H. pylori pavisats hos naturligt infekterade hundar (Buczolits et
al., 2003). Hundar koloniseras istillet av en médngd stora, spiralformade GHLO. De
arter som oftast forekommer och som pavisats med nuvarande metoder dr:
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Helicobacter heilmannii, Helicobacter bizzozeroni, Helicobacter felis, Helicobacter
bilis, Flexispira rappini och Helicobacter salomonis (Wiinberg et al., 2005). De
GHLO som finns hos hund fister, till skillnad fran H. pylori, inte till magsickens
epitel utan koloniserar istillet slemlagret och magsdckskortlarna och kan dven
forekomma intracelluldrt (Simpson et al., 2000). Foretradelsevis verkar GHLO hos
hund finnas i magsidckens fundus och cardia (Happonen et al., 1998; Happonen et
al., 1996a; Geyer et al., 1993; Eaton et al., 1996; Yamasaki et al., 1998). Den typ av
inflammation som setts i samband med H. pylori infektion hos ménniska har inte setts
i studier hos hundar koloniserade med GHLO (Simpson et al., 1999a; Simpson et al.,
1999b). Hos manniskor infekterade med H. pylori ser man ocksa fordndringar i
magsickens pH. Initialt, nir magsickens fundus och corpus dr inflammerade stiger
pH, for att senare sjunka till under normalt till foljd av okad syraproduktion. I tva
studier ddr man utvirderade magsickens funktion genom en rad parametrar (bland
annat faste- och maltids-stimulerad magsyreutsondring, plasmagastrin, samt faste-
pH), och sag ingen signifikant skillnad mellan hundar utan GHLO och hundar med
GHLO (Simpson et al., 1999a; Simpson ef al., 1999b).

De flesta forfattare ar eniga om att GHLO férekommer minst lika ofta hos friska
hundar som hos hundar med mag- och tarmproblem (Happonen et al., 1998;
Happonen et al., 1996a; Simpson et al., 2000; Wiinberg et al., 2005) och prevalensen
ar enligt Simpson (2005b) hog, 67-100 % hos friska sillskapshundar, 74-90 % hos
hundar med krikningar och 100 % hos laboratoriebeaglar. I en studie dir man
anvinde sig av enbart histologisk undersokning for att pavisa GHLO var prevalensen
lagre (Geyer et al., 1993).

Man vet att hundar ofta har saminfektion av olika helicobacterarter. I en studie fran
Danmark ddr man artbestimde helicobacterstammar fran hund med hjélp av PCR
forekom H. bizzozeroni hos 15 av 23 hundar. Sex av dessa hundar var dessutom
positiva for H. heilmannii. Man hittade dven saminfektion med H. felis och H.
bizzozeroni. (Wiinberg et al. 2005)

Det finns manga studier gjorda pa hundar ddr man har forsokt underséka om och hur
magsickens histopatologiska utseende och funktion péaverkas hos hundar
koloniserade av GHLO. Neiger och Simpson (2000) konstaterar i en sammanfattning
att hundar infekterade med GHLO har 6kad forekomst av korteldegeneration och en
varierande Okning av lymffolliklar, medan magsidckens sekretoriska funktion och
graden av mononukledr inflammation inte skiljer sig fran de ej infekterade hundarna.
Enligt Simpson (2005b) kan man associera infektion med Helicobacter spp med mild
till mattlig mononukleér inflammation.

I manga studier ses ingen skillnad, avseende kliniska symptom och histopatologiskt
utseende, mellan koloniserade och ej koloniserade hundar. Exempelvis finns en studie
diar SPF-hundar inokulerade med H. felis jimfordes med SPF-hundar som inte var
inokulerade, utan att se skillnad i kliniska symptom eller grad av inflammation i
magsicksslemhinnan (Simpson et al., 1999a). Samma resultat sags i en studie dér
hundar naturligt koloniserade med GHLO jimfordes med ej koloniserade SPF-hundar
(Simpson et al., 1999b).



Det finns dven flera studier gjorda pa hundar med symptom pa gastrointestinal
sjukdom avseende histopatologiska  fordndringar och  forekomst eller
koloniseringsgrad av GHLO. I en sadan studie sag man att hundar koloniserade med
GHLO oftare hade histopatologiska fordndringar i magsdcken @n hundarna utan
GHLO (Sapierzynsky et al., 2006). Flera andra forfattare har ocksa undersokt
kopplingen mellan koloniseringstithet av GHLO och grad av inflammation utan att se
nagot samband (Happonen et al., 1998; Happonen et al., 1996b; Hermanns et al.,
1995, Yamasaki et al., 1998).

Helicobacter spp har ocksa pavisats i tarmen hos moss och katter (Ge et al., 2001;
Foley et al., 1998). De kallas enteriska och &r inte ureasproducerande till skillnad fran
de gastriska helicobacterbakterierna.

Behandling av Helicobacter spp hos hund

H. pylori hos minniska kan behandlas pa olika sitt, en effektiv behandlingen anses
till exempel vara en tvaveckors kombinationsterapi bestaende av en
protonpumpshdmmare, clarithromycin samt amoxicillin eller metronidazol (Graham
etal., 1991).

Aven hos hund har det gjorts forsok att behandla mot Helicobacter spp. I en studie
behandlades hundar naturligt koloniserade med GHLO med amoxicillin,
metronidazol och famotidine i syfte att utrota bakterierna. Det togs magsédcksbiopsier
fran hundarna innan behandling inleddes och 29 dagar efter avslutad behandling.
Biopsierna undersoktes histopatologiskt och med PCR. Alla hundarna var fortfarande
positiva for GHLO efter behandlingen och magsickens histopatologiska utseende var
inte heller forindrat. Detta tyder enligt forfattarna pa att denna behandling inte
orsakar eliminering av GHLO hos hundar. (Simpson et al., 1999b). Simpson (2005b)
namner dock att i en dnnu opublicerad studie, med 63 hundar och katter med gastrit
och samtidig infektion av GHLO, blev 90 % kliniskt bittre efter behandling med
samma preparat som ovan, och 14 av 19 hundar som endoskoperades om, hade
lindrigare gastritforandringar och inga pavisbara GHLO i biopsierna. Simpson
(2005b) rekommenderar didrmed behandling av djur med histopatologiska
fordndringar tydande pa gastrit och samtidig forekomst av GHLO i biopsier. Aven
Willard (2005) ndmner Helicobacter spp som orsak till gastrit. Hans rekommendation
ar att man forst utesluter andra orsaker till hundens gastroenterit, men om man inte
hittar nagon orsak eller om hunden inte svarar pa behandling kan man prova och se
om djuret svarar pa behandling mot Helicobacter spp. Willard (2005) rekommenderar
samma behandling som ovan. I en studie av Happonen et al. (2000) behandlades 9
hundar med gastrointestinala symptom och forekomst av GHLO med amoxicillin,
metronidazol och bismutsubcitrat. Sju blev helicobacternegativa efter behandling och
flera av hundarna blev kliniskt bittre. Att tva hundar fortfarande hade férekomst av
GHLO efter behandlingen kan enligt Happonen et al. (2000) bero pa forekomst av
metronidazolresistens. Metronidazolresistens har tidigare konstaterats hos en
helicobacterstam som isolerats fran laboratoriebeaglar (Happonen, 1999). Nagra av
de helicobacterfria hundarna undersdktes pa nytt inom 3 ar och alla hade da
aterinfekterats (Happonen et al, 2000).



Histopatologisk klassificering av gastrit hos hund

Det finns inget standardiserat schema for hur gastriter hos hund ska klassificeras
histopatologiskt. Det dr framst intressant att klassificera de kroniska gastriterna, da de
akuta ofta 4r av mer okomplicerad karaktdr och sillan undersoks histologiskt
(Simpson, 2005b).

Inledningsvis kan namnas att de flesta forfattare baserar sin klassificering pa kriterier
utarbetade for ménniskor. I de flesta studier gjorda pa hund ses gastritforindringar
hos savil friska hundar som hos hundar med symptom pa gastrointestinal sjukdom.
Detta tyder antingen pa att mild asymptomatisk gastrit dr vanligt hos hundar eller att
kriterierna som anvinds for att klassificera gastrit hos ménniska inte &dr limpliga for
hund (Happonen et al., 1996a).

Van der Gaag (1988) klassificerar akut gastrit i tre typer, katarral, hemorrhagisk
(-nekrotisk) och purulent. Kroniska gastriter delas in i fyra typer ’simple” (ospecifik),
hypertrofisk, atrofisk, och granulomatos gastrit. Ospecifik gastrit delas, beroende pa
hur de inflammatoriska cellerna fordelar sig, in i subtyperna ytlig (infiltration av
mononukledra celler ytligt 1 magslemhinnan), diffus (infiltration av mononukleédra
celler i hela magslemhinnans tjocklek) och follikuldr. Gemensamt for de ospecifika
gastriterna dr att de har normal slemhinnetjocklek till skillnad fran de atrofiska och
hypertrofiska. Vidare anvdnder van der Gaag indelningarna eosinofil, ulcerativ och
erosiv gastrit.

Simpson (2005b) bedomer gastrit efter vilken inflammatorisk celltyp som dominerar
(eosinofil, lymfocytir, plasmacytir, granulomatds. follikuldr), efter nirvaron av
arkitektoniska forandringar (atrofi, hypertrofi, fibros, 6dem, ulceration, metaplasi),
samt genom en subjektiv uppskattning av inflammationens omfattning (mild, mattlig
eller kraftig). Sarskilt omnamner forfattaren diagnoserna mild och mattlig till kraftig
lymfoplasmacytir gastrit, diffus eosinofil gastrit och atrofisk gastrit.

Granulomatos gastrit karaktdriseras av forekomst av granulomatosa foridndringar i
magsicken och kan ses vid till exempel eosinofil gastrit, parasitforekomst och
neoplasier (Hall, 2000). Hundar med kronisk njursvikt kan fa kronisk uremisk gastrit,
vilken kédnnetecknas av kortelatrofi, ddem i lamina propria, infiltration av mastceller,
fibros, mineralisering och arterit i submukosan (Polzin et al. 2000).

Hos minniska anvéinds det sa kallade Sydney Systemet for att klassificera gastrit.
Detta system bygger pa analoga skalor. Det finns 6 olika skalor for att kvantitativt
utvirdera forekomst av H. pylori, neutrofiler, mononukledra celler samt graden av
atrofi i antrum och corpus och intestinal metaplasi (Dixon et al., 1996). Happonen et
al. (1998) har modifierat Sydney Systemet for bedomning av magsicksbiopsier fran
hund, bland annat genom att tillata ett hogre antal inflammatoriska celler i kriteriet
for normal magslemhinna. Vidare anvinds separata skalor for forekomst av GHLO,
mononukledra celler och for neutrofiler och eosinofiler. Schemat bestar av visuella
analoga skalor som graderar forekomsten av GHLO och inflammatoriska celler till
normal, mild, mattlig, eller kraftig och fordndringar uttrycks som ett medelvirde av
alla biopsier fran den enskilda hunden. Bedomningen kronisk gastrit gors nir antalet
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mononukledra celler dr 6kat, och graderas mild, mattlig eller kraftig. Kroniskt aktiv
gastrit diagnostiseras vid kronisk gastrit ndr antalet neutrofiler dr forhojt. Uttrycket
regional gastrit anvdnds nir det inte finns fordndringar i alla regioner i magsicken,
fokal gastrit om inte alla biopsier fran samma region visar gastrit. Termerna ytlig och
diffus anvinds for att beskriva hur cellerna infiltrerat slemhinnan.

Eaton et al. (1996) anvinder sig istillet av en 6-gradig skala for att gradera
lymfoplasmacytir inflammation, vid kronisk gastrit, ddr 0 motsvarar franvaro av
inflammation, 1, mild multifokal inflammation, 2, mild, generellt spridd
inflammation, 3, mild, generellt spridd inflammation och mattlig multifokal
inflammation, 4, mattlig generellt spridd inflammation, 5, kraftig generellt spridd
inflammation.

Metoder att pavisa Helicobacter spp

Det finns flera metoder for att pavisa Helicobacter spp. Hir beskrivs nagra av de
vanligaste, och nagra for- och nackdelar med respektive metod redovisas.

Vid ”Brush cytologi” rullas en borste mot magslemhinnan for att fanga upp slem.
Sedan rullas borsten pa ett objektglas och fargas med valfri fargningsmetod. Fordelen
med denna metod &r att om man anvinder en snabbfiargning kan man snabbt fa reda
pa resultatet, sensitiviteten dr ocksa hog da ett stort omrade i magsidcken kan provtas
(Happonen et al., 1996b). Vid ureastest utnyttjas faktumet att GHLO ér
ureasproducerande. Man ldgger en biopsi i en speciell reagens innehallande urea och
fargomslag &r lika med positivt svar. Tiden det tar for reagensen att sla om star i
proportion till antalet GHLO, det vill sdga ju snabbare firgomslag desto fler GHLO
finns i biopsin. Ureastestet bor, atminstone teoretiskt, kunna ge falskt positiva svar da
det kan forekomma andra ureasproducerande bakterier 1 magsdcken (Simpson,
2005c¢). Falskt negativa resultat kan ocksa forekomma om koloniseringstitheten i det
provtagna omradet &r 1ag, men ureastest anses i praktiken vara ett palitligt test for att
pavisa Helicobacter spp (Happonen et al., 1996b). Histopatologisk undersokning
utfors pa biopsier tagna vid gastroskopi eller vid laparatomi. De spiralformade
helicobacterbakterierna gar att uppticka i hematoxylin och eosin (H&E) firgning,
men specialfiargningar sasom modifierad Giemsa (Gray et al., 1986) och Warthin-
Starry underlittar identifieringen. Fordelen med histologisk undersokning dr att man
kan se var bakterierna forekommer och eventuella histopatologiska foréndringar,
medan nackdelen dr det krivs lang tid innan man far svar (Happonen et al., 1996b).
Man kan ocksa odla vissa helicobacterarter, men det &r svart och kriver speciella
medier (Jalava et al., 1998; Happonen et al., 1996b). Med elektronmikroskopi kan
man sirskilja vissa grupper av GHLO fran varandra med hjdlp av morfologin, men
det dr en dyr undersokningsmetod och det kan ibland vara svart att hitta bakterierna
da deras distribuering i magsicken dr ojamn och snitten dr mycket tunna (Happonen
et al., 1996). Vid PCR extraheras helicobacter-DNA fran provmaterial och en primer
som ir specifik for Helicobacter spp anvinds for att amplifiera det utvalda DNA:t.
PCR har mycket hog sensitivitet. (Neiger och Simpson, 2000). Med Multiplex PCR
anviander man flera olika primrar, for att i en blandinfektion kunna artbestimma
Helicobacter spp, i en enda PCR-reaktion (Baele, 2004).



SYFTE

Foreliggande studie &r ett delprojekt i en storre studie, vars syfte &r att ta reda pa om
GHLO har betydelse for den histopatologiska bilden i magsidck och duodenum hos
hund, samt om vissa kliniska symptom har samband med forekomst av GHLO. Man
vill veta om vissa helicobacterarter forekommer oftare i samband med sjukdom &n
andra, om samma arter forekommer i saliv, avforing, magsick och duodenum och om
arterna i saliv och avforing skiljer sig mellan friska hundar och hundar med
gastrointestinala symptom i Sverige.

I denna studie undersoks forekomsten av helicobacterbakterier i magsiacken och
duodenum hos 7 familje/sillskapshundar med kroniska kridkningar samt hos 5
undervisningshundar utan kliniska symptom pa gastrointestinal storning. Vidare
karaktériseras den histopatologiska bilden i magsidcken hos de sjuka hundarna och
hos de symptomfria undervisningshundarna. Helicobacterférekomst i saliv och
avforing undersoks hos hundarna i de bada grupperna samt hos ytterligare 17 friska
familje/sillskapshundar. Metoden for att pavisa Helicobacter spp utvirderas i ett
annat EEF-arbete (Nicol, 2006), dir redovisas ocksa resultaten fran de
molekyldargenetiska testerna fran de friska familjehundarna, samt fran en del av
hundarna med symptom pa gastrointestinal sjukdom.

MATERIAL OCH METODER
Djurmaterial

Tre grupper av hundar ingick i studien. Tva av grupperna var friska hundar utan
symptom pa gastrointestinal sjukdom, varav den ena gruppen var friska
familje/sdllskapshundar och den andra gruppen var undervisningshundar tillhérande
SLU. Den tredje gruppen var hundar med symptom pa gastrointestinal sjukdom.
Forsoket dar godkint av djurforsoksetiska nimnden i Uppsala.

Friska familje/siillskapshundar utan symptom pa gastrointestinal sjukdom

Sjutton friska familje/sillskapshundar ingick i studien. Hundarna var mellan ett och
atta ar och medelaldern var 4,5 ar. Alla var renrasiga men av olika raser och kom fran
olika boendeférhallanden. De flesta bodde i Uppsala med omnejd. Nio var tikar och
itta var hanhundar. Agarna till dessa hundar fick fylla i en enkiit innehallande frigor
rorande nedanstaende kriterier samt ytterligare fragor som kunde vara relevanta. En
hund utgick ur studien da den hade intermittenta krikningar. Enkiten och
sammanstéllning over svaren finns 1 Bilaga 1.

v Alder: mellan ett och tio &r
Ej medicineras for nagon sjukdom vid provtagningstillfillet

v
v' Ej vara behandlad med antibiotika de senaste tre manaderna
v

Ska inte ha eller ha haft problem med kroniska krikningar (mer dn 3 v eller
aterkommande)

(\

Ej ha konstaterad eller misstiankt foderallergi eller symptom pa annan allergi,
sasom hudutslag och klada
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v" Flera hundar frin samma niromrade fick inte delta

Friska undervisningshundar

Fem undervisningshundar ingick i studien. De var mellan sju och tio ar gamla och
medelaldern var 8,2 ar, fyra var hanhundar och en var tik. Alla var av rasen beagle
och bodde 1 koloni ddr de hade nidra kontakt med varandra. Samtliga hundar var
kliniskt friska utan symptom pa gastrointestinal sjukdom.

Hundar med symptom pa gastrointestinal sjukdom

Sju hundar med symptom pa gastrointestinal sjukdom deltog i studien. Hundarna var
patienter som inkom till institutionen for kirurgi och medicin, SLU. Aldern var tva till
atta ar och medelaldern var 3,4 ar. For mer utforlig information och
journalsammanstéllning om hundarna se Bilaga 2. Hundarna valdes ut for att uppfylla
sa manga som mojligt av nedanstaende kriterier:

v’ Alder: minst ett &r

v" Problem med kroniska krikningar (mer én 3 v eller aterkommande) borde
vara ett prominent symptom, men hundarna fick dven ha problem med diarré

v" Ej ha diagnostiserad allergi

v" Ha genomgatt ultraljudsundersokning av mag-tarmkanalen och/eller rontgen
av buken, trackprov med avseende pa parasiter samt blodprov med foljande
parametrar: hematologi inklusive leukocyter total och differentialrdkning,
ALAT, ALP, gallsyror, kreatinin, total-protein, albumin och TLIL

Provtagning

Saliv, feces och blodprov

Fran alla hundar togs saliv, avforing och blodprov. Salivprovet togs med en liten
borste (”Apoliva mellanrumstandborste” fran Apoteksbolaget) som gnuggades mot
tandkott och tdnder och direfter frystes in 1 -70° C. AvfOringsprovet togs 1 ren
plastpase av djurdgaren med instruktion att helst ta avforingen direkt fran
dndtarmsoppningen, alternativt bara ta av den avforing som inte hade vidrort marken.
Avforingen forvarades som ldngst 6ver natten (ca 12-20 h) i kylskap innan infrysning
i -70° C. Blodprov togs i serumror och fick sedan sta kallt i minst en timme innan
centrifugering, avskiljning av serum och infrysning i -70° C. Serumprovet anvéindes
inte 1 detta projekt utan sparades for framtida analys av antikroppar mot Helicobacter

SpPp.
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Biopsitagning vid gastroskopi
Undervisningshundarna och hundarna med symptom pa gastrointestinal sjukdom
undersoktes med endoskop och biopsier togs. Hos alla hundar undersoktes
magsicken och duodenum. Hos hundar med symptom pa gastrointestinal sjukdom
med misstanke om fordndringar i colon biopsitogs dven grovtarmen (se Bilaga 2
avseende histopatologiska bilden i grovtarmen). Innan gastroskopin fick hundarna
svilta i ett dygn. De hundar som skulle coloskoperas
svalt ytterliggare 2-3 dygn och fick vattenlavemang.
Hundarna premedicinerades enligt géngse metoder
och fick dessutom dimetikon (Minifom). Narkosen
inducerades intravenost med propofol (Rapinovet.vet)
och underhdlls med inhalation av isofluran
(Isoflo.vet) och syre. Biopsier togs fran duodenum
och tre omraden i magsicken: corpus, fundus och
antrum enligt figur 1. Under senare delen av studien
mirktes biopsierna for att informera patologen om
vilket omrade de kom ifran. Fran fundus och antrum

. . N ) e Figur 1. Regioner for
togs 2-3 biopsier for histopatologisk undersokning,  piopsitagning i magsdcken. A.

fran corpus och duodenum togs 5-6 biopsier for  Fundus, B. Corpus, C. Antrum
histopatologisk undersokning samt fér PCR.

Analys

Hematologiska parametrar samt serum- och plasmaanalys utférdes enligt géngse
metoder vid avdelningen for klinisk kemi och bilddiagnostik, BVF, SLU.

Biopsierna for histologisk undersokning fixerades i 10 % fosfatbuffrad formalin,
bidddades in i paraffin och snittades till 4-5 wm tjocklek. Snitten firgades med H&E-
fargning och med en modifierad Giemsafiargning (Gray et al., 1986). Alla preparaten
undersoktes under ljusmikroskop av samma patolog.

PCR utfordes vid avdelningen for bakteriologi, SVA pa saliv, feces och alla biopsier
med Helicobacter spp specifik primer (metodbeskrivning se Nicol, 2006). Samtliga
saliv, feces och nagra biopsier analyserades med Multiplex-PCR i syfte att
artbestimma helicobakterbakterierna (Nicol, 2006).

Histopatologisk unders6kning

Vid histopatologisk undersokning av biopsier fran magsicken bedomdes foljande
kriterier. Forekomst av mononukledra celler (lymfocyter och plasmaceller) och
granulocyter (neutrofiler och eosinofiler) 1 lamina propria och deras lokalisation
(ytligt, diffust eller follikulirt), forekomst av fibros i lamina propria, férekomst av
kortelatrofi samt forekomst av ulcerationer eller erosioner i ytepitelet. Forekomst av
GHLO i H&E samt modifierad Giemsafiargning noterades men graderades inte. Vid
fynd av 6kat antal mononukledra celler i lamina propria bedémdes fordndringen som
kronisk ospecifik gastrit. Gastriten klassificerades som mild da lindrig infiltration
av mononukledra celler iakttogs och hoggradig da kraftig infiltration forelag.
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Diagnosen kronisk ospecifik gastrit av follikulidr typ stilldes vid fynd av flera
lymffolliklar i samma biopsi eller da lymffolliklar sags i tva eller flera biopsier fran
samma region. Pavisande av mirkbart antal eosinofiler i lamina propria bedomdes
som eosinofil gastrit. Da fordndring sags i endast en biopsi betecknades den som
lokal. Biopsier som var sa sma och ytliga att de ¢j gick att bedoma utgick ur studien.
Ingen forekomst eller forekomst av enstaka, spridda mononukleidra celler, samt ingen
forekomst eller enstaka utspridda neutrofiler och/eller eosinofiler vid 400X forstoring
1 en vivnad utan fordndringar beddmdes som normal.

Resultaten fran den histopatologiska undersokningen av biopiser fran duodenum och
colon redovisas inte i denna studie men patologanatomiska diagnoser finns i Bilaga 2
och 3.

RESULTAT

Multiplex PCR, som anvinds for att urskilja olika helicobacterarter fungerade bra,
men den efterfoljande kapilldrelektroforesen som ska askadliggora resultatet
fungerade bristfélligt. Darfor kan endast enstaka resultat avseende helicobacterarter
redovisas. (Nicol, 2006).

Friska familje/sillskapshundar utan symptom pa gastrointestinal sjukdom

Hos samtliga av de 17 friska familje/sillskapshundarna pavisades Helicobacter spp i
feces och/eller saliv med PCR. Elva av de sjutton friska familje/sillskapshundarna
hade forekomst av Helicobacter spp i bade saliv och feces, tre hade bara i feces och
tre hade bara i saliv, se Tabell 1. Hos tva av hundarna kunde H. salomonis sérskiljas
ur en blandflora av Helicobacter spp (redovisas i detalj i Nicol, 2006).

Tabell 1. Pavisande av Helicobacter spp i saliv och feces hos friska familje/sdllskapshundar.

Antal hundar

Saliv och
feces 11
Saliv 3
Feces
Totalt 17

Friska undervisningshundar

Hos samtliga undervisningshundar sags histopatologiska fordndringar i
magsicksbiopsierna. Se Tabell 2 for sammanstillning. Tre av fem provtagna hundar
hade kronisk ospecifik gastrit av follikuldr typ (se Figur 2), en hund hade kronisk
ospecifik gastrit och en eosinofil gastrit. For samtliga hundar gillde att
fordndringarna var kraftigare i fundus och corpus én i antrum och i alla snitten fran
corpus och fundus sags varierande grad av ytlig och interglandulér fibros (se Figur
3). 1 de biopsier dir hoggradiga fordndringar iakttogs sags #dven en mattlig
kortelatrofi. Tva av hundarna (exklusive hund A med eosinofil gastrit) hade
anmarkningsvird forekomst av eosinofiler, dock ej sa markant att diagnosen eosinofil
gastrit kunde stillas. Inga ulcerationer eller erosioner iakttogs i biopsimaterialet. Hos
tva av hundarna pavisades GHLO i H&E- och Giemsa-firgning. (Se Figur 4). 1
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magsicksbiopsier fran samtliga av hundarna pavisades Helicobacter spp med PCR.
Helicobacterbakterier pavisades dven i feces fran de tva hittills undersdkta hundarna
och i saliv fran en av de tva hundarna. Se Tabell 2 for sammanstillning. For mer
detaljerad information om hundarna se Bilaga 3.

Tabell 2. Sammanstdillning dver pavisande av GHLO och histopatologisk diagnos hos
undervisningshundarna S=saliv, F=feces, M=magscdck, D=duodenum

Pavisande av Pavisande av
Pavisande av GHLO i H&E- GHLO i
Hund GHLO i PCR fiargning Giemsafirgning Histopatologisk diagnos
S M
A + - + o+ + + Mild ytlig eosinofil gastrit

Hoggradig kronisk ospecifik

B + + 4+ - - B gastrit av follikulir typ.

Hoggradig kronisk ospecifik
gastrit av follikulir typ.

Mittlig kronisk ospecifik gastrit,
D KO + + hoggradig fokalt i
corpus/fundusregionen

Mattlig kronisk ospecifik gastrit
E O - - av follikuldr typ, hoggradig i
fundusregionen.

* provet ej analyserat

Hundar med symptom pa gastrointestinal sjukdom

Alla hundar med symptom pa gastrointestinal sjukdom hade problem med
krakningar, tre hundar hade dessutom diarré eller 16s avforing och en hade
borborygmi. Tva hade hudproblem, tva av hundarna hade tappat i vikt och tva hade
hypoproteinemi vid nagot provtagningstillfdlle. En av hundarna hade nedsatt
allméntillstand. Sammanstéllning av hundarnas symptom, férekomst av GHLO och
histopatologisk diagnos finns i Tabell 3. Tre av hundarna hade provat olika dieter for
“kinslig mage” (okind tillverkare), och tre "lagallergen diet” (okénd tillverkare) utan
klinisk forbéttring. Hund p5 hade statt pa 20 dagars behandling i tva omgangar med
metronidazol (Flagyl) och cimetidin (Acinil), senaste tva manader innan
gastroskoperingen, samt enrofloxacin (Baytril.vet) med borjan 7 dagar innan
gastroskoperingen samt amoxicillin (Bimoxyl.vet) och omeprazol (Losec) fram till
dagen for gastroskopi. Hund p6 blev behandlad mot Campylobacter spp med
erytromycin en manad innan gastroskopering och hund p7 hade avslutat en ett ar lang
behandling med prednisolon ett ar innan gastroskopering. Hund p4 behandlades vid
tillfallet for gastroskopering med omeprazol (Losec) och sukralfat (Andapsin).

Hos dessa hundar sigs generellt mildare histopatologiska fordndringar #n hos
undervisningshundarna. Hos tva av hundarna var magslemhinnan normal (se Figur 5)
och tre hade ospecifik gastrit. Tva av hundarna hade eosinofil gastrit. GHLO
pavisades i H&E-fiargning hos tre av hundarna och i Giemsaférgning hos fyra hundar.
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Hos 5 av hundarna pavisades Helicobacter spp med PCR i biopsier fran magséck, och
i 4 av de hittills 6 analyserade salivproverna fanns helicobacterbakterier. Tva av de
hittills fyra analyserade avforingsproverna inneholl Helicobacter spp. Hos de tva
hundar som blivit antibiotikabehandlade kunde helicobacterbakterier inte pavisas. For
mer detaljerad information om hundarna och patologanatomiska diagnoser se Bilaga
2.

Tabell 3. Sammanstdillning dver symptom, pavisande av GHLO vid PCR, Giemsa- och H&E-firgning
samt histopatologisk diagnos hos hundar med gastrointestinala symptom. F=feces, S=saliv,
M=magsdck, D=duodenum

Pavisande Pavisande
av GHLO i av GHLO
Hund Pavisande av H&E- Giemsa- Histopatologisk
nr Symptom GHLO i PCR fargning fargning diagnos
F S M D
Krikningar. Mittlig ytlig
Pl Viktsforlust. oot i * eosinofil gastrit
Blodiga krikningar
och diarré. Normal
P3 Viktsforlust. -+ 4+ - + + masoslemhinna
Dermatologiska &
symptom.
P4 Krékningar. + + + - + + Mild th.g kromlsk
ospecifik gastrit
Slemmiga
krékningar. - .
P5a  Borborygmi. Nedsatt - - - - - - Mattl}g. kromsl.<
allmntillstand. ospecifik gastrit
Pruritus.
Samma hund som o 1. .
P5b ovan, provtagen 40 *oOk k% - - Mattl%g. kr0n1s1.<
dagar senare ospecifik gastrit
Krékningar.
. Normal
o " o i i
P6 Bort;i)/rfzfilr?;. Los * magsicksslemhinna
Krikningar. Diarré. . .
pP7 Hypoproteinemi. oo+ o4+ 4+ + + Mﬂq l.<r0n1sk.
Pruritus. ospecifik gastrit
P8 Krikningar % 4 4 i i Mattlig eosinofil

gastrit

* provet ej analyserat
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Figur 2. Kronisk ospecifik gastrit av follikuldr typ hos en av
undervisningshundarna. H&E-fargning.

Figur 3. Magslemhinna med diffus infiltration av mononukledira
celler kortelatrofi och kraftig fibros hos en av
undervisningshundarna. H&E-fargning.
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Figur 4. Riklig ﬁ')'relgomst av licbacterlpp slemmt pa
magsdcksslemhinnan hos en av undervisningshundarna. Modifierad
Giemsafirgning.

Figur 5. Normal magsdicksslemhinna fran en av hundarna med symptom pa
gastrointestinal sjukdom. H&E-firgning.
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DISKUSSION

Resultaten i den hér studien indikerar att det inte dr nagon skillnad i
helicobacterforekomst mellan friska hundar och hundar med symptom pa
gastrointestinal sjukdom, vilket Overrensstimmer med andra studier inom omradet
(Eaton et al., 1996; Happonen et al., 1998). Den hoga forekomsten av bakterien i
hundpopulationen verkar trolig da man i flera studier utanfor Sverige har fatt liknande
resultat bade fran friska familjehundar och fran hundar med symptom pa gastrit
(Happonen et al. 1998., Happonen et al., 1996a; Hermanns et al., 1995; Yamasaki et
al., 1998) och hundar som halls i koloni (Eaton ef al. 1996., Simpson et al 1999b).

Intressant och mer ovintat var att sa manga av undervisningshundarna hade
histologiska fordndringar, som klassificerades som hoggradig kronisk gastrit utan att
visa symptom, medan de sjuka hundarnas histopatologiska bild generellt var mildare.
Undervisningshundarna var avsevirt #ldre 4n hundarna med symptom pa
gastrointestinal sjukdom (medelalder 4,5 respektive 8,2 ar), eventuellt skulle det
kunna paverka den histologiska bilden, dven om van der Gaag (1988) inte kunde se
nagot samband mellan alder pa hundarna och olika typer av gastrit. Det skulle vara av
virde att analysera biopsier fran nagra av de yngre undervisningshundarna som
jamforelse. De mest omfattande fordndringarna forekom i corpus och fundus i
magsicken, samma delar som i flera studier konstaterats ha hogst prevalens av
GHLO hos hund (Happonen et al., 1998; Happonen et al., 1996a; Geyer et al., 1993;
Eaton et al., 1996; Yamasaki et al., 1998). Det kan som jimforelse ndmnas att H.
pylori, som hos minniskor fororsakar gastrit, frimst ger fordndringar i antrum med
varierande inblandning av fundus (Barker et al., 1992). En teori é&r att
ureasproducerande GHLO hojer magsickens pH hos hund sa att andra
mikroorganismer klarar av att kolonisera slemhinnan och att de i1 sin tur orsakar
gastritforandringar. Det finns dock studier som inte visar nagon skillnad i magsickens
pH hos GHLO-infekterade och hundar utan GHLO (Simpson et al., 1999a; Simpson
et al., 1999b). En annan hypotes dr att djuret forlorar tolerans mot normalflora och
normala fododmnesantigen (Washabau, 2005; Simpson, 2005¢). Denna hypotes dr
svarare att applicera pa undervisningshundarna, méjligen kan man tidnka sig att
kolonisering av GHLO under lang tid okar risken for en immunologisk reaktion.
Riklig forekomst av lymffolliklar finns rapporterat i en studie dir beaglar
infekterades med H. felis (Lee et al., 1992). Dessa hundar visade inga kliniska
symptom pa gastrointestinal sjukdom och folliklar forekom framforallt i fundus och
corpus, snarlikt vad som sags hos undervisningshundarna i den hér studien. Hundarna
1 studien av Lee et al. (1992) var dock mycket yngre dn undervisningshundarna,
vilket kan tyda pa att aldern inte spelar sa stor roll for utvecklingen av lymffolliklar.
Aven Henry et al. (1987) har rapporterat lymffolliklar hos beaglar, i aldern 9
manader till 2 ar, koloniserade med GHLO. Anledningen till att flera av
undervisningshundarna hade anmérkningsvird forekomst av eosinofiler kan
diskuteras. Avmaskning av dessa hundar sker tva ganger arligen, men det skulle trots
det vara av virde att ta trickprov for att fa reda pa deras parasitologiska status. Det
faktum att undervisningshundarna har sa omfattande histopatologiska forindringar
utan kliniska symptom ger upphov till nya kliniska fragestéllningar.
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Avsaknaden av standarder for histologiska kriterier vid klassificering av gastrit dr ett
stort problem. Sa gott som varje forfattare har sitt eget sitt att klassificera
forandringar, och vad som ska anses som normalt histologiskt utseende ir inte heller
faststéllt (se litteraturdversikten for exempel). Foljaktligen kan man, pa samma
preparat, fa lika manga olika svar som det antal patologer som undersoker preparatet.
Detta gor det mycket svart att jamfora resultat mellan studier, vilket kommenterats
och konstaterats av flera forfattare (Happonen et al., 1998; Happonen, 1999; Neiger
och Simpson, 2000; Washabau, 2005; Wiinberg et al., 2005). Enligt Happonen
(1999) har hundar normalt forekomst av enstaka inflammatoriska celler i
magslemhinnan, vilket inte anses som normalt hos ménniska. Detta kan forklara att
manga studier pa hund har visat en mycket hog férekomst av gastrit, vilket kan bero
pa att man anvint sig av mallar avsedda for bedomning av gastrit hos ménniska for
att bedoma preparat fran hundar. WSAVA Gastrointestinal standardization group
héller just nu pa att arbeta med att fa fram en standard for att utvirdera de
gastrointestinala sjukdomarna hos hund och katt (Washabau, 2006). Standarden ska
innehalla histologiska kriterier, funktionella kriterier (for de sjukdomar som har
tydliga symptom men inte typiska histologiska fordndringar) samt hur den
medicinska utredningen av gastrointestinala sjukdomar bor utféras (sasom anamnes
och provtagning). Det dr viktigt att dven biopsitagningen standardiseras, och att man
vet var i magsicken biopsierna dr tagna. Det dr ocksa viktigt att ta biopsi fran djuret
dven niar magslemhinnan dr makroskopiskt normal da en sadan slemhinna kan visa
omfattande histopatologiska fordndringar som var fallet med flera hundar i den hir
studien. Den som tar biopsier bor ocksa mirka varifran biopsierna dr tagna for att
patologen ska kunna utvdrdera exempelvis eventuell kortelmetaplasi.
Biopsitagningstekniken och/eller biopsitingernas kvalitet bor ocksa forbéttras, da
manga av biopsierna i den hir studien, framst fran antrum, var fér sma for att kunna
bedomas.

I den hir studien pavisades GHLO hos en hund i modifierad Giemsafirgning som
inte sags i H&E-fiargning, det ér saledes en fordel att undersoka biopsierna bade med
H&E och modifierad Giemsafirgning da GHLO syns bittre i den senare. Hos flera av
hundarna dir GHLO ej pavisats vid histopatologisk undersokning, har Helicobacter
spp pavisas med PCR. Man bor foljaktligen anvinda PCR for att inte missa GHLO-
positiva hundar. I manga studier anvinds ureastest. Det finns flera bakterier som &r
ureasproducerande, exempelvis Proteus spp samt Escherichia coli, (Simpson, 2005c)
och som foljaktligen skulle kunna ge ett falskt positivt resultat. Dock skulle det vara
en fordel att i fortsdttningen initialt analysera biopsier med ureastest for att fa en
indikation pa vilka biopsier som bor undersokas med PCR.

Nagra forfattare (Willard, 2005; Simpson, 2005b) anser att man kan provbehandla mot
GHLO om man hittar bakterier vid histopatologisk undersdkning och om annan
behandling inte ger resultat. Willard ndmner att det enligt hans asikt skulle vara
rimligt att behandla hundar med kroniska kriakningar mot GHLO innan man utfor mer
invasiva undersokningar sasom endoskopi. Det finns dock fa fakta rorande
patogeniciteten hos Helicobacter spp hos hund, och manga rapporter om hdog
Helicobacter spp forekomst hos friska djur. Vidare forekommer samma
helicobacterarter hos ménniska och hos hund (Kato et al., 2005). Med det i atanke
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later Willards resonemang of6renligt med malet att begrdnsa onodig
antibiotikaanvéndning med tanke pa risk for resistensutveckling samt den negativa
effekten pa mag- och tarmfloran. Risken for 6verféring av resistenta stammar till
manniska bor ocksa beaktas. Man har dessutom sett att djur som behandlas mot
GHLO blir aterinfekterade i hogre utstrickning dn minniskor, samt att inte alla
hundar blir helt bakteriefria efter genomgangen behandling (Happonen et al. 2000).
Att hundar aterinfekteras i hogre grad dn ménniskor beror troligen pa hundarnas
sociala beteende som innebédr tdt oral-anal och fekal-oral kontakt mellan djuren.
Bristfillig behandlingseffekt skulle kunna bero pa att den anvinda terapin endast
orsakar tillféllig supprimering av GHLO utan att eliminera dem helt till exempel pa
grund av metronidazolresistens (Happonen, 1999) vilket podngterar vikten av
ytterligare undersokningar innan eventuella behandlingsrekommendationer kan
utformas. Bada hundarna dir GHLO inte pavisades i magsidck och duodenum i den
hir studien hade blivit antibiotikabehandlade. Dessa behandlingar kan ha eliminerat
eventuella. GHLO. Liknande resultat finns dokumenterat i andra studier dir de
provtagna hundarna behandlats med olika sorters antibiotika inom de sista 2-6
manaderna (Wiinberg et al, 2005).

Den hir studien, som maste betraktas som en pilotstudie, har visat att hundar kan ha
kraftiga histopatologiska gastritforandringar utan att ha kliniska symptom.
Helicobacterbakterier finns hos friska hundar och hos hundar med symptom pa
gastrointestinal sjukdom. Man bor vara restriktiv med behandling mot Helicobacter
spp innan man vet mer om huruvida vissa arter kan vara sjukdomsframkallande.
Resultaten fran Multiplex PCR kommer att visa om vissa arter forekommer oftare hos
hundar med histopatologiska forandringar och/eller kliniska symptom pa gastrit @n
hos friska hundar. Man kommer dessutom se om arterna i saliv och feces speglar
arterna i mag- och tarmfloran.

Man behover analysera prover fran ett betydligt storre antal friska hundar och hundar
med symptom pa gastrointestinal sjukdom. Med tanke pa den utbredda férekomsten
av Helicobacter spp i saliv dr det ur zoonossynpunkt angelédget att studera om samma
arter forekommer hos djur och djurédgare.

Vidare ar det viktigt att standardisera histopatologiska klassificeringar samt att
biopsitekniken forbittras och utredningsmallar for hundar med symptom pa
gastrointestinal sjukdom upprittas. Detta for att kunna stélla en sidker diagnos och
forsdkra sig om att djuret far basta behandling.
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Bilaga 1.
Djurigarenkit

Hundens namn:.............. ................ plats for etikett

Nar vaccinerades hunden senast och mot vad?
En av hundarna uppges vara vaccinerad enligt tysk standard, en for tre ar sedan, en
visste inte och de nio 6vriga enligt gédngse standard.

Niir blev hunden senast avmaskad? Med vilket preparat?

Nio av hundarna hade blivit avmaskade inom de senaste tva aren. Sju av dem med ett
preparat mot bade rundmask och bandmask, en mot enbart rundmask och en mot
enbart bandmask. En av hundarna hade inte blivit avmaskad sedan den var valp och
tva av hundarna avmaskades regelbundet, men dgaren kom inte ihag nér.

Har hunden blivit behandlad for nagon sjukdom det senaste halvaret?
o ja O nej

Tre svarade ja, nio nej.

Om ja, vad for sjukdom?

En behandlades for uveit, en for tilltappt tarkanal och en for krikningar och diarré.

Vad behandlades hunden med?
En behandlades med mydriasyl och isoptomaxidex, en med ranitidin och diet och en
med lomudal 6gondroppar.
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Har eller har hunden haft symptom pa allergi, sasom hudproblem eller
foderallergi?

o ja O nej
Elva av hundarna svarade nej, en ja.

Om ja, vad for symptom?
Den som svarade ja berittade att hunden svullnade upp i ansiktet av insektsbett.

Har hunden nagonsin haft diarré eller krikningar som varat lingre in

3 veckor eller aterkommande diarré och krikningar?
o ja O nej

Elva hundar svarade nej, en svarade ja.

Om ja, niir da och hur behandlades hunden? Vad bley resultatet?
En av hundarna har alltid haft problem med kridkningar och diarré i stressiga perioder,
behandlas da med dietfoder och ranitidin (Zantac).

Far hunden nagon form av kosttillskott (t ex glukosaminoglukaner,

lactobaciller)?
o ja O nej

Tre hundar fick nagon form av tillskott och nio fick inte.

Om ja, vad for tillskott?
En hund fick tokosel, en hund plaque off och en hund fick vetegroddsolja.

Hur bor hunden?
o0 Hundgard 0 Inomhushund 0 Med fler hundar 0 Ensamhund

o Ovriga husdjur, isdfall vilka?

Ingen av hundarna bodde i hundgard. Fem av hundarna bodde inomhus som enda
hund och fyra inomhus med fler hundar i samma hushall. Tva hundar bodde med
hundar och andra djur och en hund bodde med annat djur &n hund. De djur som
forekom var faglar, reptiler och katt.

Stdlls hunden ut? Tavlar hunden?
Oja oOnej

Fyra hundar stilldes ut, atta blev inte utstillda.

Om ja, hur ofta?
Stor variation.
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Gar hunden pa hunddagis?

Oja Onej
Ingen av hundarna gick pa hunddagis.

Om ja, vad heter hunddagiset?
Se ovan.

Har hunden mycket kontakt med andra hundar? Beskriv hur.
Alla hundar hade mycket kontakt med andra hundar, antingen genom att det bodde
fler hundar hemma, vid promenader och speciella lekkamrater.

For din medverkan!
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Bilaga 2.

Sammanstdillning av journaler och histopatologiskt resultat
Hundar med symptom pa gastrointestinal sjukdom

P1.

Tik, stravharig tax, 2 ar.

Anamnes: Har krikts i minst 2 manader, ca en gang i veckan. Kriks oftast skum och
har tappat i vikt. Har statt pa diet for kénslig mage samt att utfodra tidig morgon och
sen kvill. Provbehandlad med omeprazol ca en manad innan biopsitagning.

Rontgendiagnos och ultraljudsdiagnos: Utan anmirkning.

Blodprov: Samtliga blodparametrar inom normalintervall.

Trdckprov: ej taget

Gastroskopi: inga makroskopiska fordandringar.

PAD: Mattlig ytlig eosinofil gastrit, kronisk ospecifik duodenit med lymfangiektasi.
P3.

Hanhund, 3 ar.

Anamnes: Har haft problem med magen sedan #dgare fick hunden vid ca 6 manaders
alder. Avforingen ér alltid 16sare dn normalt, och hunden far ibland dven kriakningar
och diarré. Enligt dgaren uppkommer symptomen ofta i samband med stress.
Krikningarna har innehallit bade blod och galla, och diarrén ir oftast blodig och
slemmig, eller morkbrun-svart. Aven nir hunden dr bra i magen defekerar den
mycket ofta, upp till 6 ggr/promenad. Hunden har tappat i vikt och har hudproblem.
Agaren har provat dieter speciellt for kinslig mage och 1igallergifoder som ej har
fungerat sirskilt bra. Agaren ger aloevera-juice som hon tycker har lindrat
symptomen nagot.

Rontgen/ultraljud: Avvaktar ultraljudssvar.
Blodprov: Samtliga blodparametrar inom normalintervall.
Trickprov: Inga parasiter eller parasitigg pavisade.

Gastroskopi: Inga makroskopiska forandringar pavisade.
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PAD: Normal magslemhinna, normal duodenalslemhinna, mattlig kronisk ospecifik
kolit.

P4.
Tik, Cocker spaniel, 4 ar.

Anamnes: Hunden har krikts i drygt en manad, det debuterade efter att den tit sopor.
Kriks framforallt galla. Behandlad med omeprazol och sukralfat. Kriktes upp litet
foremal efter gastroskoperingen.

Ultraljudsdiagnos: Corp al i magsick kan ej uteslutas da det finns gas i ett omrade i
pylorus.

Blodprov: Samtliga blodparametrar inom normalintervall.
Trdckprov: ej taget

Gastroskopi: Gris och slem sags vid gastroskopin, misstanke fanns att det kan dolja
corp al. I duodenum sags tva mindre erosioner.

PAD: Mild-mattlig kronisk ospecifik gastrit, normal duodenalslemhinna.
PsS.
Hankastrat, Amerikansk cocker spaniel, 2 ar.

Anamnes: Borjade fa problem med krikningar for ca 7 manader sedan, blev nagon
manad senare 16s i magen med blod och slem. Kriks oftast pa morgonen och ofta dr
det lite galla i det som kommer upp. Har dven haft problem med generell klada och
otit. Statt pa diet for kénslig mage. Blev behandlad med metronidazol (Flagyl) och
cimetidin (Acinil) i 20 dagar i tva omgangar, senaste tva manader innan
gastroskoperingen, med viss klinisk forbittring lite bittre, framforallt under
behandlingen med metronidazol. Paborjade behandling med enrofloxacin
(Baytril.vet) 7 dagar innan gastroskopieringen. Inkom till SLU med symptom pa
hemorrhagisk gastroenterit och behandlades med amoxicillin, enrofloxacin och
omeprazol dagarna fore forsta gastroskopin. Hunden undersoktes med endoskop tva
ganger med tva manaders mellanrum och at lagallergent foder ddremellan. Var bra i
magen men trott de forsta veckorna efter gastroskopieringen, sedan aterkom de
gastrointestinala problemen. Hunden provbehandlades med prednisolon men blev inte
kliniskt bittre och tva veckor efter den andra gastroskoperingen avlivades den pa
grund av stiandig trotthet och nedstimdhet.

Rontgen/ultraljud: utan anmirkning.

Blodprov: Hypoproteinemi (44, normalintervall 54-72 g/L) samt hypoalbuminemi
(22, normalintervall 28-37 g/L) vid forsta provtagningstillfdllet, vid andra
provtagningstillfdllet inom normalintervall, da istillet forhojd folsyra (73,
normalintervall 15-45 nmol/l).
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Triickprov: Inga parasiter eller parasitigg pavisade.

Gastroskopi 1: Inga makroskopiska forandringar pavisade i magsicken, rikligt med
slem i duodenum.

Gastroskopi 2: (40 dagar efter gastroskopi 1): Inga makroskopiska fordndringar
pavisade.

PAD I: Mild kronisk ospecifik gastrit, eosinofil doudenit, kronisk kolit

PAD 2: (40 dagar efter PAD 1): Kronisk ospecifik gastrit, eosinofil duodenit.
P6.

Hanhund, Flatcoated retriever, 2 ar.

Anamnes: Regurgitationer/krikningar som hunden haft under hela sitt liv, enligt
dgaren kommer vatten och mat upp utan bukkontraktioner. Hunden kriks varje till
varannan dag, ibland direkt efter foder eller vattenintag och ibland flera timmar
senare. Innehallet i krikningarna varierar, ibland mat som &dr halvsmilt eller osmilt,
ibland gult slem. Avforingen dr mork, ofta slemmig, och vanligen mjuk men ibland
16sare och hunden defekerar ofta, ca 5-6 ganger dagligen. Ofta rapar hunden upp luft
och den har dven borborygmi. Diet for kdnslig mage har inte hjilpt. Hunden var pigg
men mager och blev sent konsmogen. Hundens symptom minskade, men férsvann
inte efter behandling mot campylobacter (med erytromycin) och avmaskning.

Rontgen: utan anmirkning.
Blodprov: Samtliga blodparametrar inom normalintervall.
Triickprov: Vixt av Campylobacter spp pavisad. Riklig méngd toxocara canis.

Gastroskopi: Irriterad magsédcksslemhinna, roda partier frimst i fundusdelen. Mycket
galla i magsidcken, pa grund av synlig reflux.

PAD: Mild kronisk ospecifik colit, normal magsédcksslemhinna, normal
duodenalslemhinna.

P7.
Tik, West Highland white terrier, 2 ar.

Anamnes: Hundens problem borjade med klada for lite knappt 2 ar sedan.
Hudproblemen har behandlats med milbemycinoxim och prednisolon och senare
imidakloprid/moxidektin, da man misstiankt parasiter. Kladan aterkom, framfor allt pa
tassarna, nir prednisolon sattes ut och hunden fick ocksa dermatit i samband med det.
Pricktest #r gjort utan positivt utslag. Agaren har provat med lgallergen diet, under
tiden pa den dieten borjade hunden ha mork, slemmig diarré (nio manader sedan) och
tappa i vikt. Hunden borjade krikas for 2-3 manader sedan, krikningarna &r
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intermittenta och kommer inte vid nagon speciell tid eller tillfdlle. I samband med
krikningarna har hunden ocksa borborygmi.

Ultraljudsdiagnos: Dubbelviaggad gallblasa, klinisk signifikans ej kdnd.
Radiologisk diagnos: Utan anmirkning.

Blodprov: Hypoproteinemi (48, normalintervall 54-72 g/L) och hypoalbuminemi (26,
normalintervall 28-37 g/L). Lag folsyra (11, normalintervall 15-45 nmol/l).

Triickprov: Parasiter eller parasitigg ej pavisade. Salmonellabakterier eller
campylobakterbakterier ej pavisade.

Gastroskopi: Inga makroskopiska fordndringar pavisade.
PAD: Mild kronisk ospecifik gastrit, eosinofil duodenit.
P8.

Hanhund, Shetland sheepdog, 8 ar.

Anamnes: Krikningar framforallt pa morgonen sedan ca 1 ar. Kridkningarna ir ofta
vitslemmiga och innehaller galla men avforingen dr for det mesta normal, ibland lite
16sare. Provat diet med lagallergent foder samt diet for kinslig mage, och
prednisolon, utan klinisk forbéttring.

Ultraljudsdiagnos: Utan anmirkning.

Blodprov: Samtliga blodparametrar inom normalintervall.
Triickprov: Parasiter eller parasitdgg ej pavisade.
Gastroskopi: Inga makroskopiska fordndringar pavisade.

PAD: Eosinofil gastrit och duodenit
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Bilaga 3.

Undervisningshundar
Hund A.
Tik, Beagle, 10 ar.

Gastroskopi: Enstaka erosioner, svar att utvardera da hunden hade rester av skoskydd
i magsicken.

PAD: Mild ytlig eosinofil gastrit, normal duodenalslemhinna.
Hund B.

Hane, Beagle, 9 ar.

Gastroskopi: Ingen uppgift.

PAD: Hoggradig kronisk ospecifik gastrit av  follikuldr typ, normal
duodenalslemhinna.

Hund C.
Hane, Beagle, 7 ar.
Gastroskopi: Inga makroskopiska forandringar pavisade.

PAD: Hoggradig kronisk ospecifik gastrit av  follikuldir typ, normal
duodenalslemhinna.

Hund D:

Hane, Beagle, 9 ar.

Gastroskopi:

PAD: Hoggradig kronisk ospecifik gastrit, kronisk ospecifik duodenit.
Hund E:

Hane, Beagle, 7 ar.

Gastroskopi:  Vulstig, littblodande slemhinna med tydlig Kkérlteckning 1
fundusomradet. Ej mojligt att komma ut i duodenum.

PAD: Kronisk ospecifik gastrit av follikuldr typ, hoggradig i fundusregionen. Inga
biopsier tagna fran duodenum.
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